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1. Einleitung 
1.1 Parodontale Erkrankungen 
Parodontale Erkrankungen sind hochprävalent und betreffen bis zu 90% der weltweiten 
Bevölkerung (1). Unter parodontalen Erkrankungen versteht man vererbte oder erworbene 
Störungen des Zahnhalteapparates, dem sogenannten Parodont. Hauptvertreter dieser 
Erkrankungen ist die Parodontits, eine bakteriell verursachte Entzündung des Parodonts. Die 
schwere Form der Parodontitis steht auf Platz 6 der hochprävalenten Erkrankungen weltweit 
und stellt den Hauptgrund für einen Zahnverlust bei Erwachsenen dar (1). 
In Deutschland wird der Behandlungsbedarf der Parodontitis aufgrund der 
demografischen Entwicklung prognostisch ansteigen (2). Die in der Fünften Deutschen 
Mundgesundheitsstudie (DMS V) durchgeführten Untersuchungen zur Parodontitis legen 
nahe, dass Parodontalerkrankungen altersassoziiert sind. Moderate und schwere 
Parodontalerkrankungen bei jüngeren Erwachsenen, also 35- bis 44-Jährigen liegen heute bei 
51,6 Prozent und bei jüngeren Senioren, also 65- bis 74-Jährigen bei 64,6 Prozent. Bei den 
älteren Senioren (75- bis 100-Jährige) verstärkt sich diese Tendenz. Hier weisen neun von 
zehn Menschen eine moderate bis schwere Parodontitis auf. Trotz insgesamt abnehmender 
Prävalenzen ist daher mit einer Zunahme des parodontalen Behandlungsbedarfs zu rechnen 
(2). 
Es wird ein kausaler Zusammenhang zwischen Parodontitis und anderen 
hochprävalenten Erkrankungen vermutet. Parodontitis soll in Zusammenhang mit der 
Entstehung von Erkrankungen, wie Diabetes, kardiovaskulären Erkrankungen, chronischen 
Nierenerkrankungen und pulmonalen Infektionen stehen (3). Auch systemische Erkrankungen 
können das Parodont befallen und zu Schäden führen. Zu diesen Erkrankungen zählen 
Hepatitis und andere virale Infektionen, dermatologische Erkrankungen, wie Lichen ruber 
planus, bullöses Pemphigoid und Pemphigus vulgaris. Auch hämatologische Erkrankungen, 
wie Leukämie und Neutropenie, oder granulomatöse Erkrankungen wie Tuberkulose und 
Granulomatose mit Polyangiitis, sowie primäre und metastasierende Karzinome können das 
Parodont schädigen (1). 
Die Prävalenz, als auch die Inzidenz parodontaler Erkrankungen ist sowohl weltweit, 
als auch in Deutschland, steigend. Parodontale Erkrankungen sind mit einer Einschränkung 
der Lebensqualität verbunden und es entsteht ein großer Leidensdruck aufgrund von 
Schmerzen. In schlimmeren Fällen können sie zum Zahnverlust führen. Dabei entstehen hohe 
Kosten für das Gesundheitssystem. Aus diesen Gründen ist es wichtig, an geeigneten 
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Therapien zu forschen, die eine Progredienz verhindern und darüber hinaus eine Regeneration 
des Gewebes ermöglichen. 
1.2 Herkömmliche Therapien parodontaler Erkrankungen am Beispiel der 
Parodontitis 
Mit heutigen Maßnahmen ist ein Aufhalten der Krankheitsprogression gut möglich. Bei einer 
leichten Krankheitsform genügt die Eindämmung des pathogenen Biofilms durch eine 
Konkremententfernung oder Wurzelglättung. Bei schwereren Formen der Parodontitis bedient 
man sich konventioneller chirurgischer Maßnahmen wie dem Lappendebridement, das die 
Sanierung des Wundbettes zum Ziel hat (4). Eine weitere Behandlungsmethode findet sich in 
der Knochenchirurgie. Diese stellt ein resektives Verfahren dar, bei dem Teile des Zahns und 
der Zahnwurzel entfernt werden, um die Entzündung zu begrenzen und die Zugänglichkeit zu 
verbessern. Die meisten Komplikationen, die mit resektiven Eingriffen einhergehen, sind 
nicht auf eine Progression der Erkrankung, sondern auf ein Versagen der Regeration des 
Parodonts zurückzuführen (5). 
Ein ideales Behandlungsergebnis wäre eine Wiederherstellung aller parodontalen 
Gewebe (Alveolarknochen, Zement, parodontales Ligament und Gingiva) und ihrer 
Funktionen. Dies wird durch regenerative und augmentative Verfahren angestrebt. Dazu 
zählen die geführte Knochenregeneration und der Einsatz von Knochentransplantaten, 
Wachstumsfaktoren, sowie anderen modulierenden Faktoren (6). Bei der geführten 
Knochenregeneration soll eine künstliche Abgrenzung die langsam regenerierenden Zellen 
des parodontalen Ligaments (PDL) und des Alveolarknochens von den umgebenden, 
erheblich schneller regenerierenden Epithelzellen trennen. Dabei geht man von der 
Vermutung aus, dass diese die Regeneration stören (7). Ein Beispiel für den Einsatz von 
modulierenden Faktoren und Wachstumsfaktoren ist die Kombination von Enamel-Matrix-
Derivaten (EMD) und dem rekombinanten humanen thrombozytären Wachstumsfaktor-BB 
mit β-Tricalciumphosphat (7). Die Kombinationen regenerativer und augmentativer 
Verfahren zeigten zwar klinische Erfolge, allerdings konnte noch keine komplette 
Regeneration des parodontalen Gewebes erreicht werden (8, 9). 
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1.3 Stammzellen als Therapieoption parodontaler Erkrankungen 
1.3.1 Charakterisierung von Stammzellen 
Stammzellen haben das Potential zur Rekonstruktion des parodontalen Gewebes (10–12). Sie 
besitzen zwei wichtige Eigenschaften, die sie von anderen Zellen unterscheiden: zum einen 
die Fähigkeit zur kontinuierlichen Selbsterneuerung mittels Zellteilung, und zum anderen die 
Fähigkeit zur Differenzierung in spezialisierte Effektorzellen, die auch Progenitorzellen 
genannt werden (13–15). Letztere beschreiben proliferative Zellen, die nur noch in eine 
Zelllinie differenzieren und deren Fähigkeit zur Selbsterneuerung limitiert ist. Das 
Differenzierungspotential einer Stammzelle muss mindestens zwei unterschiedliche Zelltypen 
umfassen (6). Lokalisiert sind sie in Gewebearealen, die als Stammzellnischen bezeichnet 
werden (16, 17). Dort sind sie mittels Adhäsionsmolekülen verankert und generieren 
extrinsische Faktoren zur Regulation der Proliferation und Differenzierung (18).  
Es gibt ganz grundsätzlich embryonale Stammzellen und adulte Stammzellen (13, 15). 
Embryonale Stammzellen der befruchteten Eizelle zeichnen sich durch die Fähigkeit aus, in 
alle drei Keimblätter sowie in extraembryonales Gewebe differenzieren zu können (13). Die 
drei Keimblätter, aus welchen alle Arten menschlichen Gewebes entstehen, setzten sich 
zusammen aus dem Entoderm, dem Mesoderm und dem Ektoderm (19). Embryonale 
Stammzellen aus der inneren Zellmasse der Blastozyste sind pluripotent. Pluripotente 
Stammzellen besitzen die Fähigkeit, sich in alle drei Keimblätter, aber nicht mehr in 
extraembryonales Gewebe differenzieren zu können (6 ,13). Der Einsatz embryonaler 
Stammzellen in der Forschung ist mit ethischen Bedenken, sowie Gefahren der 
Immunogenität und Tumorigenität verbunden (20), daher wird bevorzugt mit adulten 
Stammzellen gearbeitet (21). 
Adulte Stammzellen findet man postnatal im menschlichen Körper als natürliche 
Ressource zur Regeneration des Gewebes (16). Sie können sich nur noch in die Zelllinien 
eines Keimblattes differenzieren. Friedenstein et al. entdeckten 1970 die ersten adulten 
Stammzellen im Knochenmark (15). Diese werden zu den mesenchymalen Stammzellen 
gezählt (MSCs). Sie leiten sich vom Mesenchym ab und können auch aus Geweben wie dem 
Knochenmark, dem Blut und dem Fettgewebe isoliert werden (22–30). Zur Vereinheitlichung 
stellte die International Society for Cellular Therapy allgemeine Kriterien zur Definition 
mesenchymaler Stammzellen auf: 
- Plastikadhärenz bei Kultivierung unter Standardbedingungen 
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- Expression der Marker: CD105, CD73 und CD90 und keine Expression der Marker 
hämatopoetischer Zellen, wie CD45, CD34, CD14 oder CD11b, CD79α oder CD19 
und HLA-DR 
- die Fähigkeit sich in Osteoblasten, Adipozyten und Chondroblasten in vitro zu 
differenzieren (31). 
Ein weiterer Marker für mesenchymale Stammzellen (MSCs) ist der monoklonale Antikörper 
STRO-1 (32–35).  
 
1.3.2 Vergleich adulter Stammzellen verschiedener Gewebelokalisationen 
Im Unterschied zu den mesenchymalen Stammzellen leiten sich die dentalen Stammzellen 
von der Neuralleiste ab (36). Diese wurden bisher in fünf unterschiedlichen Lokalisationen 
gefunden: der dentalen Pulpa (37, 38), dem parodontalen Ligament (39), herausgefallenen 
Milchzähnen (40), dem dentalen Follikel (41) und der apikalen Wurzelspitze (42). Von 
besonderem Interesse sind die DFSCs (dentalen Follikelstammzellen), da sie die natürlichen 
Progenitorzellen der alveolaren Osteoblasten, Zementoblasten und Fibroblasten sind. Diese 
Zellen bilden das parodontale Gewebe. Sie können jedoch nur aus retinierten Weisheitszähnen 
gewonnen werden (43). 
Im Vergleich zu den dentalen Stammzellen und den Stammzellen des Knochenmarks 
(BMSCs) stellen die adipogenen Stammzellen (ADSCs) eine abundante, autologe 
Stammzellquelle dar. Diese multipotente Stammzellpopulation mit der Fähigkeit, sich nach 
exogener Stimulation in osteogene, chondrogene, adipogene und neurogene Zelllinien zu 
differenzieren wurden erstmals 2001 beschrieben (44, 45). Sie werden aus Lipoaspirat 
gewonnen, das leicht unter Lokalanästhesie in ausreichenden Mengen entnommen werden 
kann. Eine Knochenmarksbiopsie hingegen ist sehr schmerzhaft und geht mit einem nicht zu 
unterschätzenden periinterventionellen Risiko für den Patienten einher. Es liefert nur eine 
geringe Menge an Material, wenn Folgeerscheinungen wie Anämien vermieden werden sollen 
(46). Aus einem Gramm Fettgewebe kann man ca. 5 x 103 Stammzellen isolieren, etwa 500 
mal so viel wie aus einem Gramm Knochenmark (47). 
 
1.3.3 Osteogenese mesenchymaler Stammzellen 
Die Osteogenese mesenchymaler Stammzellen beschreibt die Differenzierung von 
multipotenten Stammzellen über Progenitorzellen bis hin zu reifen Osteoblasten. Die 
Differenzierungsstadien werden durch das Expressionsmuster von Transkriptionsfaktoren 
geleitet (48). 
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Die Osteogenese kann grob in eine frühe und eine späte Phase mit eigenen 
Transkriptionsfaktoren, aktivierten Signalwegen und Funktionen unterteilt werden. Für die 
Differenzierung mesenchymaler Stammzellen in Osteoblasten sind die Transkriptionsfaktoren 
Runt-related transcription factor 2 (RUNX2), Osterix, and β-Catenin entscheidend (49). 
In der frühen Phase wird durch RUNX2 die osteogene Differenzierung festgelegt und sowohl 
die adipogene, als auch die chondrogene Differenzierung inhibiert. RUNX2 induziert die 
Expression von Genen, die für Knochenmatrixproteine kodieren, wie Kollagen I, Osteopontin 
(OPN), Bone Sialoprotein (BSP), und Osteocalcin (Synonym: bone γ-carboxylglutamic acid-
containing protein (BGLAP)) und hält die Präosteoblasten in einem unreifen Stadium (49). 
Zudem scheint in diesem Stadium β-Catenin notwendig zu sein (49). Es verstärkt die 
RUNX2-Expression und Promotor-Aktivität (49). Ein früher RUNX2-vermittelter Marker für 
die Induktion der Ostoegenese ist die ALP (alkalische Phosphatase)-Aktivität (50). 
In der späten Phase leitet Osterix, ein Zielgen von RUNX2, die Reifung von 
Präosteoblasten zu Osteoblasten, die Knochenmatrixproteine produzieren, ein. Ab dieser 
Phase ist eine Mineralisierung messbar (49). 
 
 
Abbildung 1: Festlegung der osteogenen Differenzierung mesenchymaler Stammzellen durch die 
Transkriptionsfaktoren RUNX2, Osterix und β-Catenin (49, 50). 
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RUNX2 wird durch Phosphorylierung oder durch Interaktion mit Partnerproteinen wie DLX5 
aktiviert, was zu einer Erhöhung der Transkriptionsaktivität führt (51).  
Die Phosphorylierung und somit Aktivierung von RUNX2 kann durch verschiedene 
Signalwege eingeleitet werden. Dazu zählt der ERK/MAP-Kinase (extracellular signal-
regulated kinases/ mitogen-activated protein kinases)-Signalweg (52) und der BMP (Bone 
Morphogenetic Protein)-Signalweg (53). Der Transkriptionsfaktor β-Catenin wird unter 
anderem durch den Wnt-Signalweg reguliert (54,55).  
 
 
Abbildung 2: Modulation der Transkriptionsfaktoren durch den BMP-, Wnt-, und ERK/MAP-Kinase 
Signalweg. Diese Signalwege kontrollieren über die Modulation der Transkriptionsfaktoren die Genexpression 
von Genen, die für Knochenmatrixproteine wie Kollagen I, OPN, BSP, und BGLAP kodieren und leiten dadurch 
die osteogene Differenzierung und die Mineralisierung ein (51). 
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1.3.3.1 Supplemente und Signalwege zur Induktion der osteogenen Differenzierung 
1.3.3.1.1 Bone Morphogenetic Protein (BMP)-Signalweg 
Initial wurden BMPs durch ihre Knochenaufbau induzierende Fähigkeit entdeckt (56). BMPs 
gehören zur Familie der Transforming Growth Factor (TGF) -β, die eine entscheidende Rolle 
in der Regulation des Zellwachstums, der Differenzierung und der Entwicklung in vielen 
biologischen Systemen spielen (57). Es sind mehr als 15 strukturell ähnliche BMPs bekannt, 
wobei BMP2 eine unverzichtbare Rolle für die Osteogenese spielt (58–60). In vielen Studien 
wurde der Faktor BMP2 eingesetzt, um die osteogene Differenzierung von Stammzellen, wie 
DFSCs, BMSCs und ADSCs, in vitro zu induzieren (61–69).  
Der BMP-Signalweg startet durch die Bindung von BMP2 an den BMPR-II (BMP-
Rezeptor-Typ II), was zur Transphosphorylierung des BMPR-I (BMP-Rezeptor-Typ I) führt. 
Der dadurch aktivierte Serin/Threoninkinase-Rezeptor phosphoryliert den intrazellulären 
Rezeptor-Smad (Smad1/5/8). Dieser kann nun zusammen mit den Co-Smad (Smad 4) einen 
Komplex bilden, in den Nukleus translozieren und dort mit anderen Transkriptionsfaktoren 
interagieren (68). Hierbei wird die Expression von Transkriptionsfaktoren, wie RUNX2 und 
DLX (distal-less homeobox) 3 induziert (61, 70). Moduliert wird der BMP-Signalweg über 
extrazelluläre Faktoren wie Noggin, einem Inhibitor des Signalweges, und intrazelluläre 
Faktoren wie inhibitorische-Smads (Smad6/7) und Co-Rezeptoren (71, 72). Die Expression 
von Smad6/7 wird ebenfalls durch den BMP-Signalweg reguliert (68). 
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Abbildung 3: Der BMP-Signalweg. BMP2 kann neben dem kanonischen BMP-Signalweg, der über Smad-
Proteine abläuft, nicht-kanonische Signalwege, wie den MAPK (Mitogen-activated protein kinase)-Signalweg, 
aktivieren. Noggin ist ein extrazellulärer Faktor, der die Bindung von BMPs und somit Aktivierung des 
Signalweges inhibiert (68). 
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1.3.3.1.2 Wnt-Signalweg 
Der BMP-Signalweg steht in Interaktion mit dem Wnt-Signalweg (70, 73–75). Dieser ist 
wichtig für die Expansion und Differenzierung von Stammzellen und spielt eine 
entscheidende Rolle bei der Zahnentwicklung (54, 76–78). Die Bezeichnung des Signalweges 
nach seinem Liganden „Wnt“ beruht auf seiner Entdeckung durch mutierte Zielgene. Das 
„Wnt“ setzt sich zusammen aus Wg für Wingless und Int-1. Die Bezeichnung Wingless-type 
stammt aus Beobachtungen von der Taufliege Drosophila Melanogaster, in der Mutationen im 
wingless-Gen zu einer flügellosen Variante führen. Das Int-Gen fördert bei Mäusen die 
Entwicklung von Brustkrebs, wenn seine Expression durch die Integration des Maus-
Mammatumorvirus (MMTV), eines Retrovirus in der Nähe des Int1-Gens, aktiviert wird (55). 
Bei den Wnt-Proteinen handelt es sich um sezernierte Glykoproteine, welche an 
Rezeptoren der Frizzled Familie und verschiedenen Korezeptoren wie Lipoprotein-related 
Protein- Rezeptoren binden (55, 79). Es sind 19 Mitglieder der Wnt-Familie und 10 Frizzled 
Transmembrane Rezeptoren (FRZ) bekannt (80). Über eine Rezeptoraktivierung wird der 
Wnt- Signalweg in Gang gesetzt, was zu einer Translokation von β-Catenin in den Nukleus 
führt und dort die Genexpression reguliert. Während des nicht-aktivierten Signalweges wird 
β-Catenin kontinuierlich abgebaut (55, 78, 80). 
Wnt3a führt zu einer Assoziation des heterodimeren Rezeptors, bestehend aus FZD 
und dem LRP (Low-densitiy-lipoprotein-related Protein). Der so gebundene Rezeptor 
aktiviert im Zytoplasma das Phosphoprotein dsh (dishevelled). Dies hat den Zerfall des 
Proteinkomplexes, der aus den Stützproteinen Axin, APC (Adenomatous-polyposis-coli-
Protein) und den Kinasen CK1 (Cyclinkinase 1) und GSK3 (Glycogensynthetasekinase 3) 
besteht, zur Folge. Durch den Zerfall des Abbaukomplexes kommt es zu einem Anstieg des β-
Catenin im Zellkern. β-Catenin reguliert die Genexpression im Zellkern und das mit Hilfe des 
Transkriptionsfaktors Lef/Tcr (Lymphoid enhancer-binding factor/T-cell-specific 
transcription factor). (75, 81, 82) 
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Abbildung 4: Der Wnt-Signalweg (75, 81, 82). 
 
Zielgene sind unter anderem auch Mitglieder des Wnt-Signalweges selbst, was auf eine 
Rückkopplung schließen lässt. Zudem wird der Wnt-Signalweg auf unterschiedlichen Ebenen 
durch Co-Rezeptoren, extrazellulären und intrazellulären Faktoren wie zum Beispiel 
Dickkopf 1 (DKK1) moduliert (75). DKK1 inhibiert den Wnt-Signalweg, indem es zu einer 
Inaktivierung des Rezeptors führt (78). 
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Abbildung 5: Inhibition des Wnt-Signalweges mit DKK (Dickkopf)1. Der extrazelluläre Antagonist DKK1 
führt mit Hilfe von Kremen zu einer steirischen Hinderung des LRP5/6 (Lipoprotein- Related-Protein 5/6) (78). 
 
1.3.3.1.3 Dexamethason (Dexa) 
In vielen in vitro Studien wird das Glukokortikoid Dexamethason zur Induktion der 
osteogenen Differenzierung von Stammzellen, wie DFSCs, BMSCs und ADSCs, eingesetzt 
(43, 64, 83–86). Die Supplementation des Mediums mit Dexamethason und den 
unterstützenden Faktoren Ascorbinsäure und β-Glycerophosphat wird als ODM (osteogenes 
Differenzierungsmedium) bezeichnet (86) (siehe auch Kapitel 2.1.9). Es wurde initial zur 
osteogenen Differenzierung von BMSCs entwickelt (86,87), aber mittlerweile gilt es als 
osteogenes Standardmedium (88–91). 
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1.3.3.2 Osteogene Differenzierungsmechanismen dentaler Follikelstammzellen (DFSCs) 
Als natürliche Vorläuferzellen des Parodonts sind die DFSCs und ihre 
Differenzierungsmechanismen von besonderem Interesse. Über Proteome und Transkriptome 
entschlüsselte man die molekularen Prozesse während ihrer Differenzierung (92, 93). Diese 
Studien zeigten, dass der BMP- und der Wnt-Signalweg eine entscheidende Rolle spielt (92).  
Über den BMP-Signalweg wird die Genexpression der Transkriptionsfaktoren DLX3 
und RUNX2 induziert und dadurch die osteogene Differenzierung gefördert (67, 70). Der 
BMP-Signalweg steht in Wechselwirkung mit dem Wnt-Signalweg, er aktiviert unter anderem 
Wnt-Inhibitoren, wie DKK1 (94, 95).  
Der Wnt-Signalweg spielt eine Schlüsselrolle für die Differenzierung von 
Zementoblasten und alveolären Osteoblasten (73, 96). In DFSCs ist die Expression von β-
Catenin notwendig für die von DLX3 induzierte Expression von RUNX2 und ALP (70, 73, 
97). Es wird durch BMP2 über eine PKA (Proteinkinase A) aktiviert. Wnt3a inhibiert die 
osteogene Differenzierung, möglicherweise über eine Inhibition der PKA (70).  
 
 
Abbildung 6: Wechselwirkungen des BMP- und des Wnt-Signalweges in DFSCs. BMP2 unterliegt einem 
Feedbackmechanismus mit DLX3. Auch zwischen DLX3 und β-Catenin besteht eine Rückkopplungsschleife. 
(67,70,94). 
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Die essentielle Rolle des BMP- und Wnt-Signalweges für die osteogene Differenzierung der 
DFSCs ist allgemein anerkannt. Aktuelle Studien zeigen einen alternativen molekularen 
Prozess für die osteogene Differenzierung von DFSCs (84, 98). Hierbei übernimmt der 
Transkriptionsfaktor ZBTB16 (zink finger and BTB domain containing protein 16) eine 
Schlüsselrolle. Dieser wird unabhängig von dem BMP-Signalweg exprimiert und kann nur 
durch eine Dexa-Supplementation induziert werden (84, 98, 98, 99). Die 
Differenzierungsmechanismen laufen unabhängig von RUNX2 ab (93, 100). 
ZBTB16 induziert die Genexpression und Proteinsekretion von STC1 (Stanniocalcin 1), 
PTHrP (Parathyroid hormone related peptide) und BGLAP (84). Zwischen STC1 und 
ZBTB16 besteht ein Rückkopplungsmechanismus (98). Möglicherweise interagiert STC1 mit 
der SENP (SUMO1/sentrin/SMT3 specific peptidase) 3 Ligase (101). Diese wiederrum 
kontrolliert die osteogene Differenzierung über eine Aktivieurng des MLL1/MLL2 
(myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia 1/2) Methyltransferase Komplexes, der die 
Expression von DLX3 induziert (102). ZBTB16 hat ebenso eine Bindungsstelle am DLX3 
Promoter und kann die Expression von BMP2 induzieren, worüber die osteogene 
Differenzierung gefördert wird (67,98). 
 
 
Abbildung 7: Differenzierungsmechanismus von Dexa in DFSCs (67,84,102) 
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1.3.3.3 Osteogene Differenzierungsmechanismen der ADSCs 
Für die Induktion der osteogenen bzw. zementogenen Differenzierung von ADSCs sind 
exogene Faktoren notwendig (45). In vielen Studien wurden hierfür ODM, das in Kapitel 
1.3.3.1.3 ausgeführt wurde oder BMP2 eingesetzt (103–107). ADSCs exprimieren BMP-
Rezeptoren, und der Faktor BMP2 kann den Smad-abhängigen kanonischen Signalweg 
dosisabhängig induzieren (66, 105). Über den BMP-Signalweg wird die Expression von 
DLX3 und RUNX2 gesteuert und somit die osteogene Differenzierung induziert und die 
Mineralisierung gefördert (103, 105). Im Gegensatz zu den DFSCs wird in ADSCs eine duale 
Funktion des BMP-Signalweges beschrieben. Neben der osteogenen Differenzierung kann 
auch die adipogene Differenzierung induziert werden (66, 105). Eine Schlüsselrolle soll die 
Induktion von PPARɣ (Peroxisome proliferator-activated receptor ɣ) und C/EBAPα 
(CCAAT/enhancer binding Protein α) spielen (105). Diese Transkriptionsfaktoren sind die 
Hauptregulatoren der adipogenen Differenzierung (108).  
Ein weiterer entscheidender Signalweg für die Festlegung der osteogenen 
Differenzierung ist der ERK-Signalweg, der zu den MAPK-Signalwegen zählt (106). Dieser 
Signalweg kann dosisabhägig durch eine Dexa-Supplementation aktiviert werden (106). Wie 
während der Osteogenese mesenchymaler Stammzellen beobachtet, soll der aktivierte ERK-
Signalweg auch in den ADSCs RUNX2 induzieren (51). Zudem wird durch den aktivierten 
ERK-Signalweg PPARɣ über eine Phosphorylierung inhibiert, was eine adipogene 
Differenzierung unterbindet (109). 
In Zementoblasten wurde beobachtet, dass der Wnt-Signalweg die Differenzierung 
über eine Herabregulation von RUNX2 inhibierte. DKK1 hingegen, als Inhibitor des Wnt-
Signalweges, förderte die Differenzierung über eine Erhöhung der RUNX2–Expression (96). 
In ADSCs konnte durch DFSCs-konditioniertes Medium β-Catenin herabreguliert werden und 
so die Differenzierung in mineralisierende Zellen, wie Zementoblasten oder alveoläre 
Osteoblasten induzieren werden (97, 110). Aufgrund dieser Beobachtung wurde vermutet, 
dass eine Inhibition des Wnt-Signalweges ursächlich war. Diese Vermutung wurde bestätigt, 
da eine zusätzliche Supplementation mit DKK1 die Differenzierung förderte, wohingegen 
zusätzliches Wnt3a die Differenzierung inhibierte (97).  
In der Literatur gibt es kontroverse Aussagen über die Funktionsweise des Wnt-
Signalweges. Laut anderer Studien sollte die Aktivierung des Wnt-Signalweges die adipogene 
Differenzierung von ADSCs inhibieren und über eine Stabilisierung von β-Catenin RUNX2 
induzieren, und dadurch die osteogene Differenzierung fördern (111). Exogenes DKK1 
hingegen sollte die adipogene Differenzierung durch eine Hochregulation von PPAR-γ und 
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C/EBP-α induzieren und die osteogene Differenzierung über eine Herabregulation von 
Wnt3a, Wnt10b und β-Catenin inhibieren (112). 
 
 
 
Abbildung 8: Osteogene und adipogene Differenzierungsmechanismen der ADSCs. Dexa und BMP2 
besitzen eine duale Funktion (103,105,106). Der Wnt-Signalweg reguliert das β-Catenin Level, das die 
osteogene oder die adipogene Differenzierung unterstützt. Grün markiert sind die Mechanismen, über welche 
eine Inhibition des Wnt-Signalweges die osteogene Differenzierung ünterstützt (97,110). Die orangenen Pfeile 
stellen eine Förderung der osteogenen Differenzierung durch eine Aktivierung des Wnt-Signalweges dar 
(97,112). 
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1.3.4 Einsatz adipogener Stammzellen zur Therapie parodontaler Erkrankungen 
In Tierversuchen wurden adipogene Stammzellen bereits erfolgreich zur Unterstützung der 
Regeneration parodontaler Defekte eingesetzt (12,113,114). Von Ratten isolierte ADSCs 
wurden mit plättchenreichem Plasma vermischt und in künstlich erzeugte parodontale Defekte 
eingebracht (114). Dieses Experiment konnte auch schon erfolgreich mit Hasen wiederholt 
werden (12). In einem künstlich erzeugten Parodontitis-Mausmodell wurden ADSCs auf 
einem Kollagenträger eingebracht, wobei die Ergebnisse eine signifikante Verbesserung der 
Regeneration belegen konnten (113).  
Aktuell wird eine randomisierte klinische Studie (Nummer: NCT02449005) 
durchgeführt, die sich mit der Sicherheit und Effektivität der regenerativen Behandlung 
parodontaler Defekte mit autologen BMSCs auseinandersetzt. Diese Zellen werden mit 
Fibrinkleber angereichert, auf einem Kollagenträger in einen durch Parodontitis 
hervorgerufenen Defekt eingebracht.  
Auch zur Überprüfung der Sicherheit und Effektivität der Transplantation von 
autologen ADSCs für die Regeneration von parodontalem Gewebe wurde eine randomisierte 
klinische Studie (Nummer: UMIN000007698) gestartet und das in Japan. Nach Aspiration 
von abdominalem Fettgewebe sollen die dabei gewonnen ADSCs im Rahmen von 
parodontaler Chirurgie in den Defekt eingebracht werden.  
Eine bestehende grundsätzliche Problematik hierbei ist, dass ADSCs ein geringeres 
osteogenes bzw. zementogenes Differenzierungspotential als BMSCs aufweisen (115). Sie 
besitzen die Tendenz eher adipogen zu differenzieren (116). Es wäre ein großer Vorteil für 
weitere klinische Studien die osteogene bzw. zementogene Differenzierbarkeit der ADSCs 
steuern zu können. 
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1.4 Fragestellung und Ziele der Arbeit 
Ein besseres Verständnis der osteogenen bzw. zementogenen Differenzierungsmechanismen 
der ADSCs ist notwendig, um eine zielgerichtete Differenzierung zu ermöglichen und 
letztendlich die Effektivität des Einsatzes von ADSCs als Therapieansatz für parodontale 
Erkrankungen wie die Parodontitis zu steigern.  
Durch gezielte Aktivierung und/oder Inaktivierung des Wnt- und BMP-Signalweges 
sollte die osteogene bzw. zementogene Differenzierbarkeit im Vergleich zu dem 
Standardprotokoll mit ODM untersucht werden. Die Signalwege wurden auf aktuellen 
Studien basierend ausgewählt. In einer dieser Arbeiten konnte die Differenzierung von 
ADSCs in alveoläre Osteoblasten bzw. Zementoblasten durch ein DFSCs-konditioniertes 
Medium über eine vermutete Inhibition des Wnt-Signalweges unterstützt und mit zusätzlicher 
DKK1-Supplementation noch weiter gefördert werden (97, 110). Allgemein anerkannt in der 
Literatur ist, dass der BMP-Signalweg eine zentrale Rolle für die osteogene Differenzierung 
spielt (66, 103, 105, 107, 117, 118).  
Mit kommerziell erworbenen ADSCs sollten dabei verschiedene Protokolle getestet 
werden. Diese sollten sich aus einzelnen Faktoren der ausgewählten Signalwege, oder 
Kombinationen dieser, in unterschiedlichen Konzentrationen zusammensetzen. Zur 
Evaluation der Differenzierung sollte die ALP-Aktivität, welcher ein früher Marker 
der osteogenen Differenzierung ist, bestimmt werden. Mit dieser Methode kann zuerst eine 
große Anzahl an ausgewählten Protokollen in relativ kurzer Zeit untersucht werden, um 
anschließend von ausgewählten Protokollen die Expression osteoblasten- bzw. 
zementoblastentypischer Gene und Proteine zu bestimmen. Darüber hinaus sollten Alizarin-
Rot-Färbungen durchgeführt werden, um die Mineralisierung als späten Marker zu 
untersuchen.  
Ziel dieser Arbeit ist es die Bedeutung des BMP- bzw. Wnt-Signalweges für die 
osteogene bzw. zementogene Differenzierung der ADSCs besser zu verstehen und darüber 
hinaus zu untersuchen, ob durch eine gezielte Manipulation dieser Signalwege die Ausbeute 
an osteogen bzw. zementogen differenzierenden Zellen erhöht werden kann. 
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2. Material und Methoden 
2.1 Materialien 
2.1.1 Zellen 
Die humanen ADSCs wurden kyokonserviert in Passage 2 von der Firma Thermo Fisher 
(USA) bezogen. Die Zellen wurden aus dem Lipoaspirat gesunder Spender gewonnen und 
anschließend einer Qualitätskontrolle bezüglich Zellvitalität, Sterilität, Infektiösität und 
Homogenität unterzogen. P2 oder P3 musste ≥ 95 % positive Expression der 
Oberflächenmarker CD29, CD44, CD73, CD90, CD105 und CD166 zeigen, zudem sollte die 
CD14, CD31 und CD45 Expression < 2 % sein.   
Die humanen MSCs wurden ebenfalls von der Firma Thermo Fisher (USA) erworben. Sie 
wurden aus menschlichem Knochenmark gewonnen und kryokonserviert in Passage 4 
erhalten.  
Die humanen DFSCs wurden von der Firma AllCells (USA) bezogen und in Passage 5 und 7 
eingesetzt. 
Die Versuche der unterschiedlichen Zellen wurden unter gleichen Bedingungen durchgeführt. 
2.1.2 Zellkulturmedien und Zusätze 
Medien/ Zusätze: Hersteller: 
β-Glycerophosphat Dinatriumsalz–Hydrat Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Dexamethason 1,6 G solid Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
DMEM high Glucose (Dulbecco´s Modified Eagle´s 
Medium) mit 4,5 g/ml Glucose und L-Glutamin 
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
DMSO-Lösung (Dimethylsulfoxid) Roth, Karlsruhe, Deutschland 
FBS (Fetal Bovine Serum) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
HEPES-Puffer (1M), pH 7 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Penicillin/Streptomycin-Lösung 10.000 Units 
Penicillin/ml, 10mg/ml Streptomycin 
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
2-Phospho-L-Ascorbinsäure Trinatrium Salz, 
(AscPO4) 
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
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2.1.3 Allgemeine Materialien 
Allgemeine Materialien: Hersteller: 
Counting Slides, Dual Chamber for Cell Counter BioRad, Hercules, CA, USA 
FACS- Röhrchen BD Biosciences, Bedford, USA 
Falcon-Röhrchen Greiner Bio-One GmbH, 
Frickenhausen, Deutschland 
Filterpapier (extra thick blot paper) 
 
BioRad, Hercules, CA, USA 
Kryoröhrchen Bioenzym, Scientific GmbH, 
Oldendorf, Deutschland 
MicroAmp™ Optical 96-Well Reaction Plate 0,2 mL Applied Biosience incooperated by 
ThermoFisher Scientific, Waltham, 
MA, USA 
MicroAmp™ 8-Cap strip  Applied Biosience incooperated by 
ThermoFisher Scientific, Waltham, 
MA, USA 
Multiwellplatten Corning Inc., Lowell, USA 
Nitrocellulosemembran Protran B85; 0,2 µm; 300mm 
x 3 m 
Whatman, Maidstone, UK 
Pipettenspitzen Nerbe Plus, Winsen, Deutschland 
Pipettierhelfer, accu-jet pro Brand, Wertheim, Deutschland 
QIAshredder Quiagen, Hilden, Deutschland 
Spritzen, 10ml BD, Franklin Lakes, NY, USA 
Steriler Filter Sartorius Stedim Biotech GmbH, 
Göttingen, Deutschland 
Stripetten Greiner Bio-One GmbH, 
Frickenhausen, Deutschland 
Whatman-Papier BioRad, Hercules, CA, USA 
Zellkulturflaschen Corning Inc., Lowell, USA 
Zellschaber Falcon, Corning Inc., Lowell, USA 
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2.1.4 Chemikalien und Reagenzien 
Chemikalien und Reagenzien: Hersteller: 
Aceton Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Alkalische Phosphatase Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Alizarin Rot S  Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Ammoniumhydroxid Roth, Karlsruhe, Deutschland 
β-Mercaptoethanol AppliChem, Darmstadt, Deutschland 
Bovine Serum Albumin 30%ig (BSA) Bio- Rad Medical Diagnostics 
GmbH, Dreieich, Deutschland 
Essigsäure Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
GoTaq® Green Master Mix Promega, Madison, Wisconsin, USA 
4x Lämmli (BOLT®-System) Invitrogen, Carlsbad, USA 
Methanol Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
NaOH (1 M) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
NaCl Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
NaF Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Na3VO4 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
N-P40 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
PBS Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Ponceau-Pulver  Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Phosphatase inhibitor cocktail 3 Sigma-Aldrich,  St. Louis, USA 
Phosphatase Substrat Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
2-Phospho-L-Ascorbinsäure Trinatrium Salz  Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
2-Propanol Merck, Darmstadt, Deutschland 
Protease Inhibitor Cocktail Roche, Basel, Schweiz 
Reducing Agent (BOLT®- System) Invitrogen, Carlsbad, USA 
TritonX-100 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Trypanblau Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Trypsin 2,5 % Life Technologies Corporation, 
Carlsbad, USA 
Trypsin- EDTA 0,25% Gibco®, phenol red Thermo Fisher Scientific, Schwerte, 
Deutschland 
Tween ®20 viscous liquid Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
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2.1.5 Puffer und Lösungen für FACS- und Western Blot- Analysen 
Puffer und Lösungen: Zusammensetzung: 
Entwicklerlösung (ECL-Lösung) 
 
ClarityTM Western ECL Substrate, BioRad, Hercules, 
CA, USA 
Färbepuffer für FACS-Analyse - PBS mit 0,01% Natriumazid  
- 2 mM Na-EDTA und 0,5% BSA  
Ladepuffer 4XBolt™ LDS Sample Buffer, lithium dodecyl sulfate 
(LDS), Invitrogen, Carlsbad, USA 
Laufpuffer 
 
20XBolt® MES SDS Running Buffer, Invitrogen, 
Carlsbad, USA 
Lysis Buffer, Stocklösung - 0,02 M Tris 
- 0,137 M NaCl 
- 0,048 M NaF 
- 1%NP-40 
- 10% Glycerol in dH2O 
Lysis Buffer - 250µl Phosphatase inhibitor cocktail 
- 500µl 2mM Na 
- 1 Tablette Protease Inhibitor Cocktail 
- 24,25 ml Lysispuffer, Stocklösung 
Poncau S-Lösung - 0,1g Ponceau-Pulver in 
- 47,5 ml dH2O 
- 2,5 ml Essigsäure 
Re-Blot Plus Mild Lösung Solution 10x; 1:10 verdünnt mit dH2O, Merck Millipore, 
Massachusetts, USA 
10XToubin-Puffer - 250 mM Tris > 15,2 g 
- 1,9 M Glycin > 72,2 g 
  auf 500 ml mit dH2O auffüllen, pH 8,5 
Transferpuffer - 10 ml 10XToubin Puffer, 
- 10 ml Methanol, 80 ml dH2O 
Waschpuffer: TBST - 150 mM NaCl 
- 10 mM Tris/ HCL pH 8 
- 0,05% Tween 
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2.1.6 Antikörper für die FACS - Analysen 
Antikörper:  Hersteller: 
CD 44  
(anti-human CD44-FITC (Fluorescein)) 
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, 
Deutschland 
CD 146  
(anti-human CD146-APC (Allophycocyanin)) 
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, 
Deutschland 
CD 105 (anti-human CD105-APC) Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, 
Deutschland 
anti-human Stro-1, FITC BioLegend, San Diego, USA 
Mouse IgG2b-APC isotype control antibody Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, 
Deutschland 
Mouse IgG1-FITC Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, 
Deutschland 
Mouse IgG1 isotype Control,  
PE (Phycoerythrine) 
R&D Systems, Minneapolis, USA 
Mouse IgM, κ isotype Control, PE BioLegend, San Diego, CA, USA 
 
2.1.7 Isotypenkontrollen der FACS-Analysen 
Antikörper: Isotyp-Kontrolle: Verdünnung: 
CD 44  Mouse IgG1-FITC 1:10 (5µl AK + 45µl Puffer) 
CD 146  Mouse IgG1, PE 1:10 (5µl AK + 45µl Puffer) 
CD 105  Mouse IgG2b-APC  1:10 (5µl AK + 45µl Puffer) 
Stro-1 Mouse IgM, κ isotype Control, PE 1:19 (5µl AK + 90µl Puffer) 
 
2.1.8 Faktoren der osteogenen Differenzierung 
Faktoren der osteogenen Differenzierung: Hersteller: 
Bone Morphogenetic Protein-2 (BMP2), 
human recombinant (rHuBMP-2) 
BIOMOL GmbH, Hamburg, Deutschland 
Noggin R&D Systems, Inc, Minneapolis, USA 
Recombinant Human DKK1 R&D Systems, Inc, Minneapolis, USA 
Recombinant Human Wnt-3a R&D Systems, Inc, Minneapolis, USA 
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2.1.9 Zusammensetzung der Medien 
Medium: Zusammensetzung: 
DMEM 
 
 
DMEM,  
2% FBS,  
1% Penicillin/ Streptomycin-Lösung 
Osteogenes Grundmedium (OG) DMEM,  
2% FBS,  
1% Penicillin/ Streptomycin-Lösung,  
0,01% 1 M β-Glycerophosphat Dinatriumsalz –Hydrat, 
0,01 % 1 M 2-Phospho-L-Ascorbinsäure Trinatrium Salz,  
2% HEPES 
Osteogenes 
Differenzierungsmedium 
(ODM) 
DMEM,  
2% FBS,  
1% Penicillin/ Streptomycin-Lösung,  
0,01% 1 M β-Glycerophosphat Dinatriumsalz–Hydrat,  
0,01 % 1 M 2-Phospho-L-Ascorbinsäure Trinatrium Salz,  
2% HEPES,  
10-7 M Dexamethason  
Kryo-Konservierungsmedium               DMEM, 30% FBS,  
10% DMSO-Lösung 
 
2.1.10 Antikörper für Western Blot-Analysen 
Primär-AK: Hersteller: Verdünnung: Sekundär-
AK: 
Verdünnung: 
RUNX2 Santa Cruz 
Biotechnology, Inc., 
Texas, USA 
1:750 in TBST 
mit 3% BSA 
Anti-Rabbit 1:2000 in 10ml 
TBST mit 0,5g 
Milchpulver 
β-Actin Novus Biologicals, 
Colorado, USA 
1:10.000 in 10ml 
TBST mit 0,5g 
Milchpulver 
Anti-Mouse 1:10.000 in 10ml 
TBST mit 0,5g 
Milchpulver 
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2.1.11 Primer für Reverse Transkription mit nachfolgender Echtzeit Polymerase (RT-
qPCR) 
Gen: Hersteller: Assay-ID: Assay-Typ: 
ALPL (alkaline 
phosphatase, 
liver/bone/kidney) 
BioRad, Hercules, CA, USA qHsaCID0010031 SYBR® Green 
CEMP1 (cementum 
protein 1) 
BioRad, Hercules, CA, USA qHsaCED0038353  SYBR® Green 
RUNX2 (runt-
related transcription 
factor 2) 
BioRad, Hercules, CA, USA qHsaCID0006726 SYBR® Green 
 
2.1.12 Kits 
Kit: Hersteller: Anleitung: 
BCA Protein Assay Life Technologies Corporation, 
Carlsbad, USA 
2014 
SsoAdvanced™ SYBR® Green 
Supermix 
 
BioRad, Hercules, CA, USA 2015 
iScriptTM cDNA Synthesis Kit  BioRad, Hercules, CA, USA 2000, 
INST-653 Ver D 
RNeasy Plus Mini  
 
Quiagen, Hilden, Deutschland Dezember 2014 
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2.1.13 Geräte und Software 
Gerät/ Software: Hersteller: 
Bild Analyseprogramm, AxioVision Zeiss, Oberkochen, Deutschland 
CCD Kamera DS Fi2, Nikon Chiyoda, Tokyo, Japan 
ChemiDocTM Touch Imaging System BioRad, Hercules, CA, USA 
FACS Canto-Durchflusszytometer Becton Dickinson Biosciences, Franklin Lakes, 
USA 
Flüssigstickstoffbehälter Arpege 110, Air Liquide, Düsseldorf 
Gelapparatur (BOLT®- System) Invitrogen, Carlsbad, USA 
Gelelektrophorese Kammer BioRad, Hercules, CA, USA 
iMark Platten-Reader BioRad, Hercules, CA, USA 
Image LabTM Software BioRad, Hercules, CA, USA 
Inkubator HeraCell 150 Heraeus, Hanau 
Kleinschüttler KM-2 Edmund Bühler GmbH, Echingen, Deutschland 
LightCycler Roche Deutschland Holding GmbH 
Mikroskopkamera SC30  Olympus Europa, Hamburg 
Nanodrop ND 1000 Thermo Scientific, Waltham, MA, USA 
Novex Bolt Mini Gel Tank Invitrogen, Carlsbad, USA 
PCR-Maschine: StepOnePlus Applied Biosience incooperated by ThermoFisher 
Scientific, Waltham, MA, USA 
Rührer, magnetisch Variomag, Daytona Beach, FL, USA  
Schüttelgerät Typ Reax top Heidolph, Schwabach 
Sicherheitswerkbank HeraSafe HS12, Heraeus, Hanau 
Stickstofftank lN2, -196°C, Arpege 110, Air Liquide, Düsseldorf 
Tisch pH-Meter METTLER TOLEDO, Ohio, USA 
Thermocycler BioRad, Hercules, CA, USA 
Wasserbad GFL 1092 GFL, Burgwedel 
Zellzähler Cell Counter TC20 BioRad, Hercules, CA, USA 
Zentrifugen:  
- Eppendorf centrifuge 5417R 
- Labofuge 400R 
 
Eppendorf AG, Hamburg 
Heraeus, Hanau 
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2.2 Methoden 
2.2.1 Steriles Arbeiten 
Zur Vermeidung von Kontaminationen, aber auch zum Eigenschutz wurden die Zellen 
ausschließlich unter sterilen Bedingungen kultiviert und differenziert. Dafür wurden alle 
Versuche an einer sterilen Werkbank durchgeführt. Zusätzlich war gründliches 
Händewaschen vor Arbeitsbeginn, das Tragen von Handschuhen und die Händedesinfektion 
mit Ethanol 70 % essentiell. Zu Beginn und zum Abschluss der Tätigkeit wurden die Flächen 
der Werkbank sowie alle verwendeten Materialien mit Ethanol 70 % abgesprüht. Nicht sterile 
Lösungen, die mit den Zellen in Kontakt kamen, wurden entweder steril filtriert oder 
autoklaviert.  
 
2.2.2 Zellkultur und Differenzierung 
2.2.2.1 Passagieren und Zellzahlbestimmung 
Die Zellen wurden in DMEM bei 37 °C und 5 % CO2 in einem Brutschrank kultiviert. 
Ein Wechsel des Mediums fand alle drei bis vier Tage statt. Das Passagieren der Zellen 
erfolgte bei einer Zellkonfluenz von ca. 90 %. Hierfür wurde das Medium abgesaugt und die 
anhaftenden Zellen mit PBS gewaschen. Nach der Zugabe von 5 ml 0,25 %iger 
Trypsin/EDTA-Lösung (1:10 Verdünnung von 2,5 % Trypsin) in eine T-75 Flasche folgte 
eine fünfminütige Inkubationszeit bei 37 °C. Zum Lösen von noch am Plastik adhärenten 
Zellen wurde vorsichtig mit der Handinnenfläche gegen die Seitenwände geklopft. Im 
Anschluss wurde mikroskopisch kontrolliert, ob alle Zellen eine kugelige Form angenommen 
hatten und frei in der Flüssigkeit schwammen. Dies sind sichere Zeichen, dass sich die Zellen 
vom Boden lösten. War dies nicht der Fall, musste die Inkubationszeit um bis zu 5 Minuten 
verlängert werden. Hatten sich die Zellen komplett gelöst, wurde die Reaktion mit 5 ml 
DMEM abgestoppt. Die abgelösten Zellen wurden in ein Falcon Röhrchen überführt und 
5 Minuten bei 1200 rpm (4 ˚C) zentrifugiert. Nach Absaugen des Überstandes und 
Resuspension des Zellpellets in 1 ml warmem Zellkulturmedium wurden die Zellen gezählt 
und auf neue Flaschen oder Schalen verteilt. Die Aussaat erfolgte in einer Dichte von 5000 
Zellen/cm2.  
Um Zellen in einer definierten Dichte aussäen oder einfrieren zu können, wurde die 
Zellzahl mit Hilfe des TC20-Zellzählers bestimmt. Von dem zuvor in 1 ml resuspendierten 
Zellpellet wurden 10 µl mit 10 µl Trypanblau Lösung (0,5 % (w/v) Trypanblau in PBS) 
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vermischt. Davon pipettierte man 10 µl in eine Zählkammer, die in den Zellzähler gesteckt 
wurde. Der TC20-Zellzähler detektierte die Zellzahl, sowie den Anteil der vitalen und der 
toten Zellen. Die Unterscheidung beruht darauf, dass vitale Zellen in der Lage sind den 
Farbstoff auszuschließen und daher hell erscheinen, während tote Zellen diesen behalten und 
sind tiefblau gefärbt. Anschließend wurde die entsprechende Menge der Zellsuspension mit 
Medium verdünnt, um die gewünschte Zellzahl zu bekommen.  
Dazu dient folgende Formel: Zellkonzentration= Zellzahl/Volumen des Mediums (c = N/V). 
 
2.2.2.2 Einfrieren und Auftauen der Zellen 
Überzählige Zellen wurden für eine spätere Verwendung eingefroren. Zum Einfrieren wurden 
die Zellen abgelöst, zentrifugiert und die Zellzahl bestimmt. Nach nochmaligem 
Zentrifugieren für 5 bis 8 Minuten bei 1200 rpm (4 ˚C) wurde der Überstand abgesaugt und 
durch Kryomedium ersetzt. Ca. 1 Mio. Zellen wurden in 1 ml Kryomedium resuspendiert und 
in die Kryoröhrchen verteilt. Zunächst wurden sie für 24 Stunden bei -80 °C heruntergekühlt. 
Zur dauerhaften Lagerung wurden sie in flüssigen Stickstoff überführt. 
Um Zellen in Kultur zu nehmen, wurden die Kryoröhrchen 1-2 Minuten im Wasserbad 
bei 37 °C aufgetaut. Sofort überführte man die Zellen bei 37 ˚C in eine T75 Flasche mit 10 ml 
DMEM. Nach 24 Stunden wurde ein Mediumwechsel vorgenommen.  
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2.2.2.3 Osteogene Differenzierungsprotokolle 
Für die unterschiedlichen osteogenen Differenzierungsprotokolle wurden ADSCs in Passage 3 
bzw. 4 in 24-Well Platten mit DMEM bis zur Subkonfluenz kultiviert. Eine 24-Well-Platte 
repräsentierte einen Versuch. Die in einer 24-Well Platte kultivierten Zellen stammten aus 
einer Charge (Zellen eines Spenders). Nach Erreichen der Subkonfluenz wurde die 
Differenzierung mit den unterschiedlichen Protokollen gestartet, wie Tabelle 2 und 3 genauer 
darstellt. Ein Triplikat mit DMEM (Kontrolle) wurde belassen und ein weiteres Triplikat mit 
ODM (Standardprotokoll) wurde zeitgleich als Kontrolle mit den getesteten 
Differenzierungsprotokollen gestartet. Von jedem Protokoll, das eine untersuchte 
Kombination der Faktoren beschreibt, wurden Triplikate auf einer Platte angelegt.  
 
 
 
Abbildung 9: Osteogene Differenzierungsprotokolle. Linkes Bild: Passagierung der komerziell erworbenen 
ADSCs bis Passage 3 (oben) oder Passage 4 (unten) vor Beginn der Differenzierung. Rechtes Bild: 
Differenzierungsstart, Beispiel einer 24-Well-Platte, bestehend aus Triplikaten mit DMEM (Kontrolle), ODM 
(Standard) und verschiedenen Protokollen (siehe Tabelle 1 und 2), die einen Versuch darstellt. 
 
Für die Protokolle wurden dem osteogenen Grundmedium (OG) unterschiedliche Faktoren in 
unterschiedlichen Kombinationen (Tabelle 1) und Konzentrationen (Tabelle 2) hinzugesetzt: 
BMP2 als Aktivator und Noggin als Inhibitor des BMP-Signalweges, Wnt3a als Aktivator 
und DKK1 als Inhibitor des Wnt-Signalweges. Darüber hinaus wurden Dexamethason und ein 
DFSCs-konditioniertes Medium untersucht. Als Basis für das DFSCs-konditionierte Medium 
wurde der Überstand der DFSCs in der Passage 7 abgenommen, anschließend steril filtriert 
und 1:1 mit frischem OG vermischt. Die Ergebnisse und Abbildungen der Messungen sind in 
Kapitel 3.2 dargestellt. 
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BMP2: Noggin: Wnt3a: DKK1: Dexa: Überstand 
DFSCs: 
Abbildung: 
x      17,26 
x x     17 
  x    18 
   x   18 
  x x   19 
x  x    20 
x   x   20 
x    x  21 
  x  x  22 
   x x  22 
x   x x  23, 25, 26, 27 
x  x x x  24 
     x 25, 21 
   x  x 25 
Tabelle 1: Getestete Kombinationen der Faktoren.  
 
Faktor: Konzentration: Abbildung: 
BMP2 10 ng/ml 17, 20, 21, 23, 24, 25, 26, 27 
BMP2 25  ng/ml 17 
BMP2 50ng/ml 17, 26 
Noggin 200 µg/ml 17 
DKK1 20  ng/ml 20, 22, 25, 26 
DKK1 50ng/ml 18,19, 20, 22, 23, 24, 25, 26, 27 
DKK1 100 ng/ml 18 
Wnt3a 10 ng/ml 18, 22 
Wnt3a 25 ng/ml 18, 19, 22, 24 
Wnt3a 100 ng/ml 18 
Dexa 10-8 M 21, 22 
Dexa 10-7 M 21, 22, 23, 24, 25, 26 
Überstand der DFSCs 1:1 mit DMEM 19,21, 25 
Tabelle 2: Getestete Konzentrationen der Faktoren.  
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2.2.3 Messung der alkalischen Phosphatase (ALP) -Aktivität 
Die alkalische Phosphatase ist ein in Leber, Knochen und Plazenta produziertes Enzym und 
kann vor allem im wachsenden Knochen und in Gallenflüssigkeit in hohen Konzentrationen 
nachgewiesen werden (119). Der Reaktionsmechanismus beruht auf einer Phosphatabspaltung 
durch die alkalische Phosphatase. Das farblose Substrat 4-Nitrophenolphosphat (pNPP) wird 
in das gelb gefärbte 4-Nitrophenol (pNP) umgesetzt. Die Aktivität der alkalischen 
Phosphatase ist proportional zu dieser Umsetzung. Da das Produkt pNP gelb erscheint, 
absorbiert es im violett-blauen Bereich (Komplementärfarbe) bei ca. 415 nm und wurde 
photometrisch detektiert (120). 
 
 
Abbildung 10: Messung der ALP-Aktivität (120). Laut Lambert-Beerschem Gesetz gilt die Extinktion  
(E
λ
 = Absorbanz des Materials für Licht der Wellenlänge λ) ist gegeben durch: 
E
λ
= c ·ε
λ
 ·d  E
λ
 ~ c,  E
λ
 ~ ALP-Aktivität, mit  
 c: Konzentration der absorbierenden Substanz in der Flüssigkeit [mol·l-1] 
 ελ: natürlicher molarer Extinktionskoeffizient bei der Wellenlänge λ. Dieser ist eine für die 
absorbierende Substanz spezifische Größe [l·mol-1·cm-1].  
 d: Weglänge des Lichtes im Material [cm] (121).  
 
Zur Normalisierung der ALP-Werte wurde der Proteingehalt der Proben mit Hilfe des 
Bicinchoninsäure (BCA)-Assay (siehe 2.2.5.1) bestimmt und die ALP-Werte darauf bezogen. 
Zur Durchführung der ALP-Messung wurde das Medium aus den Wells abgesaugt und die 
Zellen anschließend zweimal mit PBS gewaschen. Zum Lösen der Zellen wurde 60 µl PBS 
mit 0,1 % Triton-X pro Well eingesetzt. Für den BCA-Protein Assay wurden 25 µl abpipettiert 
und auf einer 24-Well-Platte verteilt (weiteres Vorgehen siehe Kapitel 2.2.5.2).  
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Zur ALP-Messung wurde das restliche Zelllysat auf eine 96-Well-Platte übertragen. Durch 
die Zugabe von 40 µl Alkaline Phosphate Yellow Liquid Substrat pro Well wurde die 
Reaktion gestartet. Gleichzeitig wurde Alkaline Phosphate Yellow Liquid Substrat ohne 
Zellen zur Ermittlung des Blindwertes als negative Kontrolle inkubiert.  
Nach einer Stunde im Inkubator wurde die Reaktion mit 40 µl 3 M NaOH pro Well 
abgestoppt. Die Absorption wurde bei 415 nm im Plattenreader gemessen. 
Zur Berechnung wurde der Mittelwert der Leerwerte von den Einzelmesswerten 
abgezogen und anschließen der Quotient von ALP-Aktivität zur BCA-Messung gebildet. Alle 
Messungen wurden in Triplikaten angelegt und sind mit Standardabweichung angegeben.  
 
2.2.4  FACS-Durchflusszytometrie von Stammzellmarkern  
Die kommerziell erworbenen ADSCs wurden mit fluoreszenzmarkierten, Marker-spezifischen 
Antikörpern (AK) versehen, um anschließend mittels FACS (fluorescence-activated cell 
sortin)-Durchflusszytometrie untersucht werden zu können. Der primäre AK bindet an den 
gesuchten Oberflächenmarker und der sekundäre AK bindet wiederum spezifisch den 
primären AK. Der sekundäre AK ist mit einem fluoreszierenden Farbstoff versehen, welcher 
in der Durchflusszytometrie detektiert wird.  
Als fluoreszierende Stoffe wurden Phycoerythrin (PE) mit Absorptionsmaximum bei 
488 nm und Emissionsmaximum bei 578 nm (122), Fluoreszein (FITC), dessen 
Absorptionsmaximum bei 495 nm zu finden ist und ein Emissionsmaximum im Bereich des 
grünen Lichts bei 525 nm hat (123), eingesetzt. Ein dritter Farbstoff ist Allophycocyanin 
(APC), der bei 470 nm angeregt wird und Licht der Wellenlänge 680 nm emittiert (124). Der 
Abstand zwischen der Wellenlänge mit maximaler Lichtenergieabsorption und dem 
Emissionsmaximum in einem langwelligeren Bereich wird als Stokes-Verschiebung 
bezeichnet (125). Die Farbstoffe weisen einen unterschiedlichen Abstand zwischen 
Anregungs- und Emissionswellenlänge auf. Der Abstand der Wellenlängen ermöglicht die 
Verwendung von mehreren Farbstoffen zur gleichzeitigen Messung und Korrelation 
verschiedener Parameter bei Einsatz nur eines Lasers. 
Zur Durchführung der FACS-Durchflusszytometrie wurden die ADSCs in Passage 4 
bis zur Konfluenz in DMEM kultiviert. Nach der Ablösung mittels Trypsin-Lösung (PBS mit 
90 % Trypsin) wurden die ADSCs mit PBS gewaschen. Anschließend wurden die Zellen 
5 Minuten bei 1200 U/Min. (4˚C) abzentrifugiert und ausgezählt. Für die Bestimmung von 
CD44, CD146 und CD105 wurden 500.000 Zellen in 45 µl Färbepuffer resuspendiert. Für 
STRO-1 wurden 1 Mio. Zellen mit 90 µl Färbepuffer versetzt. Nach der Überführung in 
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FACS-Röhrchen gab man 5 µl der fluoreszenzmarkierten Antikörperlösung für die Marker 
CD44/ CD146/ CD105 und Stro-1 (Details zu den Antikörpern siehe Kapitel 2.1.6) hinzu. Die 
Suspension wurde ca. 45 Min. gevortext und anschließend auf Eis im Dunkeln inkubiert. Nach 
der Zugabe von je 1 ml Färbepuffer wurde erneut für 5 Minuten bei 1200 U/Min.   (4˚C) 
abzentrifugiert und anschließend mit jeweils 0,5 ml Färbepuffer resuspendiert. Bei den 
jeweiligen Isotypenkontrollen (Details zu den Isotypenkontrollen siehe Kapitel 2.1.7) wurde 
analog vorgegangen. Dann folgte die Messung mit dem FACSCanto- ІІ Flow Cytometer (BD 
Biosciences). Die Messungen der Isotypenkontrollen wurden als Leerwerte abgezogen. 
(Isotypkontrollen sind Negativkontrollen, die das Ausmaß an Hintergrundsignal des 
Primärantikörpers aufzeigen. Als Isotypenkontrollen verwendet man Antikörper des gleichen 
Subtyps, wie der spezifische AK. Jedoch sind diese gegen ein Antigen gerichtet, von dem 
angenommen wird, dass es in den untersuchten Zellen nicht auftritt).  
2.2.5 Biochemische und analytische Methoden 
2.2.5.1 Proteinisolierung 
Für die Proteinisolierung wurden die ADSCs auf 9-Well Platten ausgesät und in Triplikaten 
entsprechend der Protokolle (siehe Kapitel 2.2.2.3) behandelt.  
Zuerst wurde das Differenzierungsmedium abgesaugt und dann zweimal mit PBS 
gewaschen. Anschließend wurden ca. 100 µl Lysis-Buffer auf die Zellen gegeben und diese 
mit dem Zellschaber sanft vom Boden abgelöst. Die Suspension aus je 3 Wells einer 9-Well 
Platte mit identischem Differenzierungsmedium wurde in ein Cup überführt und 5 Min. bei 
14.000 rpm (4 °C) abzentrifugiert. Den Überstand überführte man in einen Cup, der 
anschließend bei - 20 °C gelagert wurde.  
 
2.2.5.2 Bicinchoninsäure (BCA) Protein Assay 
Für eine quantitative Konzentrationsbestimmung der Proteine wurde der Bicinchoninsäure 
(BCA)-Protein Assay verwendet. Dieser Assay beruht auf der kolorimetrischen Methode nach 
Biuret, wobei Peptidbindungen Cu2+-Ionen zu Cu+ reduzieren und diese wiederum einen 
farbigen Komplex mit BCA bilden. Durch die Bildung eines violetten Farbkomplexes kann 
die Proteinkonzentration spektrometrisch bei 490 nm bestimmt werden (126). Zur 
Quantifizierung wurde bei jeder Messung als Standard eine BSA-Eichgerade (dH2O als 
Leerwert, sowie 0,2–0,4–0,6 –0,8 und 1,0 mg/ml an BSA) durch lineare Regression erstellt.  
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Abbildung 11: Bicinchoninsäure (BCA) Proteinassay (127). Über das Lambert-Beersche Gesetzt können nach 
Erstellung einer Eichgerade die Proteinkonzentration über die gemessene Absorbanz abgelesen werden (121). 
 
Die Messungen wurden in 96-Well-Zellkulturplatten durchgeführt. Dazu wurden 5 µl der zu 
bestimmenden Proteinlösung 1:5 mit destilliertem Wasser verdünnt. Nach Zugabe von 100 μl 
der BCA-Reaktionslösung pro Well und 30 Min. Inkubation bei 37 °C erfolgte die Messung 
bei 490 nm durch den Plattenreader. Mit Hilfe der Eichgerade konnten die Konzentrationen 
der Proteine berechnet werden. 
 
2.2.5.3 Western Blot mit BOLT®- System 
Zur Proteinanalyse wurde das BOLT®- System (Invitrogen) verwendet. Dabei wurde die 
Proteintrennung mittels Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-
PAGE) durchgeführt. SDS bzw. Lithium-Dodecylsulphat (LDS) sorgen für die 
Proteinentfaltung (Denaturierung durch Auflösung der Tertiär- und Quartärstruktur). Zudem 
lagern sie sich aufgrund ihrer negativen Ladung an die Proteine an. Die negative Ladung ist 
proportional zur Proteinmasse. Dies ermöglicht die Trennung der Proteine nach ihrer Masse 
durch Elektrophorese. Darauf folgt das Blotten der Proteine auf eine Membran, um die 
gesuchten Proteine spezifizieren und quantifizieren zu können. Die Spezifizierung erfolgte 
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über eine fluoreszenzmarkierte Antigen-Antikörper-Reaktion und die Quantifizierung über 
Ermittlung der relativen Graustufen der Chemilumineszenz. 
Zur Durchführung des Western Blots wurden zuerst die Proteine mit 4xLämmli und 
dem Reducing Agent bei 95 °C für 5 Min. unter gleichzeitigem Schütteln bei 550 rpm 
denaturiert. Die vorbereiteten Proben wurden sofort auf Eis gestellt. 
Proteinmenge: 4x Lämmli: Reducing Agent: dH2O: Gesamtvolumen: 
18 µg 6 µl 2,4 µl variabel 24 µl 
Tabelle 3: Zusammensetzung der Proben für den Western Blot. 
Die Proben wurden in Slots eines 4-12 %igen Bis-Tris-Gels pipettiert und der Laufpuffer 
(siehe Kapitel 2.1.5) in die Gelkammer eingebracht. Als Protein-Größenstandard wurde 
SeeBlue®Plus2 (Invitrogen) verwendet. Die Elektrophorese wurde bei 165 Volt für ca. 
35 Min. durchgeführt. Die Übertragung der Proteine erfolgte elektrophoretisch in einer 
Western-Blot-Kammer und mittels eines Semi-Dry Verfahrens. Zur Vorbereitung wurde die 
für den Transfer benötigte Membran zusammen mit den Filterpapieren im Transferpuffer 
(siehe Kapitel 2.1.5) für 20 Min. inkubiert. Anschließend wurden oben und unten 
Filterpapiere, dazwischen das Gel zur Kathode und die Membran zur Anode in die 
Transferapparatur geschichtet.  
 
 
Abbildung 12: Schichtung in der Transferapparatur. Die Proteine wandern aufgrund ihrer negativen Ladung 
zur Anode und werden so auf die Membran geblottet. 
Zum Blotten wurde für eine Stunde ein elektrisches Feld angelegt, sodass die Stromdichte 
konstant bei 2,5 mA/cm² war. Mit Hilfe einer Poncau-Färbung wurde anschließend 
kontrolliert, ob die Proteine geblottet wurden. 
Im nächsten Schritt detektierte man die zu untersuchenden Proteine in der Membran 
mit zwei Antikörperreaktionen. Der primäre Antikörper (AK) findet charakteristische 
Aminosäuresequenzen des gesuchten Proteins und bindet an diese. Der sekundäre AK besitzt 
eine Markierung und bindet spezifisch den primären AK. Über die Markierung ist eine 
lumineszierende Nachweisreaktion möglich (Details zu den AK siehe Kapitel 2.1.10). 
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Um unspezifische Proteinbindungen zu vermeiden wurde die Membran zuerst mit einer 
Blockierlösung (0,5 g Milchpulver gelöst in 10 ml TBST) für eine Stunde auf dem Schüttler 
inkubiert. Der primäre AK (siehe 2.1.10) wurde über Nacht bei 4 °C im Kühlschrank oder für 
2 Stunden bei RT (Raumtemperatur) inkubiert. Am nächsten Tag bzw. nach 2 Stunden wurde 
der primäre AK abgenommen, mit dH2O ausgespült und die Membran dreimal für 10 Min. mit 
TBST gewaschen. Anschließend inkubierte man den sekundären AK (siehe 2.1.10) für eine 
Stunde auf dem Schüttler. Nach Ende der Inkubation wurde die Membran zweimal mit TBST 
und einmal mit PBS gewaschen.  
Die Proteine wurden mittels Chemilumineszenz sichtbar gemacht und semiquantitativ 
über errechnete Graustufen ausgewertet. Dafür inkubierte man die Membran zunächst in einer 
Entwicklerlösung (ECL-Lösung). Das emittierte Lichtsignal der markierten Proteine wurde 
mit dem Chemi DocTM Touch Imaging System (Bio-Rad) aufgenommen. Mittels Image 
LabTM Software (Bio-Rad) wurde das Lichtsignal in Graustufen umgerechnet, welche die 
quantitative Proteinkonzentration darstellen. 
Mit diesem Vorgang konnten bis zu drei Proteine auf einer Membran ausgewertet 
werden. Dazwischen musste die Membran gestrippt werden. Hierfür wurde die Membran 
mehrmals mit PBS gewaschen und anschließen in der Re-Blot Plus Mild Lösung für 15 Min. 
auf dem Schüttler inkubiert. Anschließend wurde sie erneut zweimal für 10 Min. mit PBS 
gereinigt und mit 0,5 g Milchpulver gelöst in 10 ml TBST über Nacht bei 4 °C im Kühlschrank 
oder für eine Stunde bei RT geblockt. Anschließend konnte der nächste primäre AK auf die 
Membran gegeben werden. Als letztes Protein wurde β-Actin auf der Membran als 
Positivkontrolle für die zuvor untersuchten Proteine detektiert. 
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2.2.6 Genetische und molekularbiologische Methoden 
2.2.6.1 RNA (Ribonukleinsäure)-Isolierung  
Für die Bestimmung der Genexpression durch die RT-qPCRs (reverse Transkription mit 
nachfolgender Echtzeit Polymerase-Kettenreaktion) musste zunächst die RNA 
(Ribonukleinsäure) aus den Zellen isoliert werden. Hierfür wurde das RNeasy Plus Mini Kit 
von Qiagen (Hilden, Deutschland) gemäß den Angaben des Herstellers verwendet. Mit 
Ausnahme des β-Mercaptoethanols, sowie des Ethanols sind alle verwendeten Reagenzien 
Bestandteile des Kits. Während der gesamten Isolation wurde unter dem Abzug gearbeitet, da 
einige der verwendeten Substanzen gesundheitsschädlich sind. 
Für die RNA-Isolierung kultivierte man die Zellen in 6-Well-Platten bis zur 
Subkonfluenz in DMEM. Anschließend wurden die Protokolle in Triplikaten gestartet, wie in 
Kapitel 2.2.2.3 bereits besprochen wurde. Nach vier bzw. sieben Tagen wurde die RNA 
isoliert. Dazu wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen und anschließend in 350 µl 
RLT-Lysepuffer lysiert (Teil des RNeasy Plus Mini Kits). Zuvor wurde der Lysepuffer mit 
1 % β-Mercaptoethanol supplementiert, um die Oxidation der RNA zu minimieren. Zur RNA-
Isolation wurde das Zelllysat nacheinander in drei Zentrifugationssäulen überführt.  
Die erste Säule (QIAshredder) diente der Homogenisierung der Probe. Während der 
Zentrifugation (10000 rpm, 2 Minuten) wurden große Zellbestandteile, wie 
Zellmembrantrümmer von der Membran der Säule zurückgehalten.  
Anschließend wurde der homogenisierten Durchfluss in die zweite 
Zentrifugationssäule (gDNA Eliminator spin column) überführt und erneut zentrifugiert 
(10000 rpm, 30 Sekunden). Dadurch wurde die genomische DNA in der Membran der 
Zentrifugationssäule zurückgehalten. Der Durchfluss wurde mit 350 µl 70% Ethanol (EtOH) 
gemischt. EtOH war notwendig für die Bindung der RNA an die Membran im nächsten 
Schritt.  
Die dritte Zentrifugationssäule (RNeasy spin column) wurde für 15 Sekunden bei 
13000 rpm zentrifugiert. Das führte zur Bindung der RNA an die Membran.  
Der Durchfluss wurde verworfen und die membrangebundene RNA einmal mit RW1- 
Waschpuffer (700 µl) und zweimal mit RPE-Puffer (500 µl) gewaschen. Dazwischen wurde 
jeweils für 15 S bei 10000 rpm zentrifugiert und  der Durchfluss verworfen. Nach dem letzten 
Waschschritt wurde für 120 S bei 10000 rpm zentrifugiert. Die Waschschritte dienten der 
Entfernung ungewünschter Salze und Proteine. Abschließend wurde die RNA mit 30 µl 
Nuklease-freiem Wasser aus der Membran eluiert (13000 rpm, 60 Sekunden). Bis zur weiteren 
Verwendung wurde die RNA bei -80 °C eingefroren. 
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2.2.6.2 Bestimmung von Menge und Reinheit der RNA 
Die Menge und Reinheit der RNA wurde mit dem Nanodrop ND 1000 Spektrometer 
bestimmt. Vor Messbeginn musste das Spektrometer geeicht werden. Dazu ermittelte man den 
Blindwert von destilliertem Wasser. Anschließend wurde je 1 μl der zu messenden Probe 
aufgetragen und zeitgleich die optische Dichte bei 230, 260 und 280 nm gemessen.  
Das Programm bildet folgende Quotienten: 
- 260/280: Diesen Quotienten nennt man auch primären Reinheitsparameter. Der Richtwert 
für reine DNA liegt bei 1,8 und für reine RNA bei 2,0. Liegen diese Werte niedriger, spricht 
dies für eine Verunreinigung durch Proteine, Phenol oder andere Stoffe, die bei 280 nm 
absorbieren. 
- 260/230: Dieser Quotient repräsentiert den sekundären Reinheitsparameter. Der Sollwert 
liegt zwischen 1,8 bis 2,2. Niedrigere Werte können z.B. durch eine Verunreinigung mit 
Kohlenhydraten und / oder Phenol verursacht sein. 
Zusätzlich berechnete das Programm über eine modifizierte Beer-Lambert Gleichung die 
RNA-Menge in ng/μl.  
2.2.6.3 Reverse Transkription  
Da bei einer Polymerase-Kettenreaktion (PCR) DNA-abhängige Polymerasen verwendet 
werden, musste die isolierte RNA zunächst in die c (komplementäre) DNA umgeschrieben 
werden. Dies wurde durch das Enzym Reverse Transkriptase, eine RNA-abhängige DNA-
Polymerase, erreicht. Für die reverse Transkription wurde das iScriptTM cDNA Synthesis Kit 
gemäß den Angaben des Herstellers verwendet. Alle verwendeten Puffer und Reagenzien 
stammen aus diesem Kit.  
Reagenz: Menge: 
RNA ~ 500 ng 
Reverse Transkriptase 1 µl 
Primer-Mix 4 µl 
Nuklease-freies Wasser variabel 
Gesamtvolumen 20 µl 
Tabelle 4: Zusammensetzung der Proben für die reverse Transkription. 
Der Primer-Mix enthält Oligo-dT-Primer und Random-Hexamer-Primer (Oligonukleotide von 
zufälliger Sequenz und 6 Nukleotiden Länge). Während die Oligo-dT-Primer an den Poly-A-
Schwanz von mRNA binden, binden die Random-Hexamer-Primer an zufällige, 
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komplementäre Sequenzen der RNA (Priming). Bei einer Länge von nur 6 Nukleotiden sind 
die Primer so unspezifisch, dass sie an verschiedenen Stellen jedes RNA-Moleküls binden 
können. Die modifizierte Moloney Maus Leukämie Virus (MMLV) reverse Transkriptase 
setzt an den Primern an und schreibt die mRNA in cDNA um (reverse Transkription). 
Priming 5   Min. bei 25 °C 
Reverse Transkription 20 Min. bei 46 °C 
Inaktivierung der reversen Transkription 1   Min. bei 95 °C 
Optional zum Verweilen bei 4 °C 
Tabelle 5: Zeit- und Temperatureinstellung am Thermocycler für die reverse Transkription. 
Anschließend wurde die erhaltene cDNA bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C 
eingefroren.  
2.2.6.4 RT-qPCR 
Die durch reverse Transkription generierte cDNA (siehe 2.2.6.3) konnte nun mit Hilfe dieser 
Labormethode in Echtzeit exponentiell vervielfältigt und quantifiziert werden. Dazu wurde 
die PCR-Maschine StepOnePlus von Applied Biosystems verwendet. 
Zur Durchführung der RT-qPCR wurde der SsoAdvancedTM  SYBR® Green Supermix von 
BioRad nach Angaben des Herstellers verwendet.  
Reagenz: Menge: 
SYBR Green Mix 10 µl 
Nuklease-freies Wasser 4 µl 
Primer 1 µl 
cDNA (1:5 verdünnt) 5 µl (ca. 50 ng) 
Gesamtvolumen 20 µl 
Tabelle 6: Zusammensetzung der Proben für die RT-qPCR. 
Alle aufgelisteten Zusätze wurden in spezielle RNase-freie Reaktionsgefäße pipettiert, wobei 
darauf zu achten war, dass sowohl die verwendeten Substanzen als auch der hergestellte 
Ansatz stets auf Eis zu lagern waren. Die verwendeten Primer sind unter 2.1.12 
zusammengefasst. Die befüllten Kapillaren wurden abzentrifugiert und der PCR-Zyklus 
gestartet. Jeder PCR-Zyklus bestand aus 4 Schritten mit charakteristischen 
Temperatureinstellungen. 
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Zur Aktivierung der Polymerase diente die erste Denaturierung (Schritt 1). Die Polymerase 
war zunächst an einen Antikörper gebunden und inaktiviert, wodurch ein vorzeitiger Start der 
Polymerase-Reaktion verhindert wurde.  
Die folgende Denaturierung (Schritt 2) trennte die DNA-Doppelstränge. Dies führte 
zu DNA-Einzelsträngen. Darauf folgte die Hybridisierung (Schritt 3), bei der sich die Primer 
an ihre spezifischen, komplementären Sequenzen der cDNA anlagerten.  
Dann konnte die DNA-Polymerase ausgehend von den Primern in 5‘-3‘-Richtung den 
komplementären Strang amplifizieren (Schritt 4).  
Nach dem vierten Schritt sprang das Programm für die vorgegebene Zyklenzahl 
wieder zu Schritt 2. Nach Durchlaufen der vorgegebenen 45 Zyklen wurde der Reaktionsmix 
bis zur weiteren Verwendung auf 4°C abgekühlt (Schritt 5). 
Schritt 1 (Denaturierung) 95 °C, 600 s  
Schritt 2 (Denaturierung) 95 °C, 10 s  
Schritt 3 (Annealing) 60 °C(*), 5 s  
Schritt 4 (Elongation): 72 °C, 20 s  
Schleife an Schritt 2 (45x)  
Schritt 5 (Kühlung): 4 °C  
Tabelle 7: Ablauf des RT-qPCR Programms (*) Annealingtemperatur variabel, abhängig vom Primer (i.d.R. 
60 °C). 
 
Die Quantifizierung ermöglichte der fluoreszierende Farbstoff SYBR-Green. Er lagert sich in 
doppelsträngige DNA-Abschnitte neu amplifizierter DNA ein. Mit zunehmender DNA-
Menge steigt somit auch die Fluoreszenzintensität. Diese kann am Ende eines Zyklus 
gemessen werden und ermöglicht eine Kontrolle der DNA-Amplifikation in Echtzeit (real 
time).  
Die Datenerfassung erfolgte mit der zugehörigen Software (StepOneTM Software v2.0) 
nach Vorgaben des Herstellers. Die Messung der Fluoreszenzintensität fand am Ende von 
Schritt 4 statt. Mit der Fluoreszenzmessung wurde der Ct-Wert für jede Probe bestimmt. 
Dieser gibt an, bei welcher Zykluszahl die Fluoreszenz eine bestimmte Intensität erreicht 
(Schwellenwert).  
Die relative Quantifizierung der Genexpression erfolgte nach der ΔΔ Ct-Methode 
(128). Dabei wurde die Differenz des Ct-Werts der Testgruppe (osteogene 
Differenzierungsprotokolle) und der Kontrollgruppe (DMEM) auf den Ct-Wert eines 
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sogenannten Housekeeping-Gens (Kalibrator) bezogen. Als Housekeeping-Gen diente 
GAPDH, welches in der Glykolyse die Umwandlung von Glycerinaldehyd-3-Phosphat zu 1,3-
Bisphosphoglycerat katalysiert und von dem man annimmt, dass es unabhängig vom 
Differenzierungs- oder physiologischen Zustand der Zelle exprimiert wird. Die Testgruppe 
und die Kontrollgruppe wurden in Triplikaten gemessen. 
Δ: Ct (DMEM) – Ct (Protokoll) 
ΔΔ: ΔCt (Protokoll-DMEM) – ΔCt (Kalibrator) 
Relative Genexpression: 2-ΔΔCt 
Tabelle 8: Relative Quantifizierung der Genexpression - ΔΔCt-Methode. 
An das RT-qPCR Amplifikationsprogramm schloss sich ein Schmelzkurvenprogramm an, das 
zur Verifikation der PCR-Produkte dient. Zur Sicherstellung, dass die gemessene Fluoreszenz 
nur auf das gewünschte Produkt zurückzuführen war, wurde die Schmelzkurve mit der von 
BioRad für den spezifischen Primer vorgegebenen Schmelzkurven verglichen.  
 
2.2.7 Alizarin-Rot-Färbung 
Mit Hilfe der Alizarin-Rot-Färbung sollte die osteogene Differenzierung nachgewiesen 
werden. Zellen, die sich entweder in einem fortgeschrittenen Stadium der osteogenen 
Differenzierung befinden, oder auch terminal differenzierte Osteoblasten stellen extrazelluläre 
Matrixproteine her, in die sich schließlich Calciumphosphat einlagert. Dies wird für den 
Nachweis der osteogenen Differenzierung herangezogen, da mit Alizarin-Rot eben diese 
Einlagerungen sichtbar gemacht werden können.  
Als Grundlage wurde eine 2 %ige Alizarin Rot S Lösung mit dH2O angesetzt. Mittels 
eines pH-Meters wurde der pH-Wert unter Zugabe von NaOH bzw. HCl auf 4,1 eingestellt 
und die Lösung anschließend steril filtriert. 
Zur Durchführung wurden ADSCs in 6-Well Platten ausgesät und mit DMEM 
kultiviert. Nach Erreichen einer Subkonfluenz wurden die ausgewählten Protokolle sowie das 
Standardprotokoll mit ODM gestartet. Nach drei Wochen in Kultur wurden die Zellen mit 
einer Alizarin Rot S Lösung behandelt. Vor Zugabe der Färbelösung wurden die Zellen 
dreimal mit PBS gewaschen, mit eisgekühltem 70 % igem Ethanol fixiert (10 Min.) und 
anschließend dreimal mit dH2O gewaschen. Die Zellfärbung mit 2 % iger Alizarin Rot S 
Lösung erfolgte für 10-15 Min. bei Raumtemperatur. Im Anschluss daran wurden die Zellen 
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gründlich mit PBS gewaschen. Sobald kein Farbabgang mehr sichtbar war, konnten die 
gefärbten Kalziumareale unter dem Mikroskop ausgewertet werden. 
2.2.8 Statistische Auswertung 
Alle Säulendiagramme im folgenden Kapitel 3. Darstellung der eigenen Untersuchungen 
zeigen als Ergebnis den Mittelwert ± Standardabweichung. Die statistischen Analysen wurden 
mit dem Programm IBM SPSS Statistics 24 ausgewertet.  
Zur Untersuchung der statistischen Signifikanz bei zwei Protokollen wurde der One 
Way ANOVA Test und bei einem Vergleich mehrerer Protokolle zusätzlich der Post-Hoc 
Test durchgeführt. Ein Protokoll wurde immer in Triplikaten angelegt.  
Es wurde untersucht, ob sich die relativen ALP-Werte/Genexpressionen zwischen den 
getesteten Protokollen innerhalb eines Versuches statistisch signifikant unterschieden. Das 
Signifikanzniveau wurde mit 0,05 (5%) festgelegt. Die Nullhypothese war, dass die 
festgestellten Unterschiede zwischen den relativen ALP-Werten/ Genexpressionen der 
Protokolle zufällig zustande gekommen sind. Die Alternativhypothese besagte, dass zwischen 
mindestens zwei Protokollen ein Unterschied bestand. Demnach konnte die Nullhypothese 
abgelehnt werden, wenn statistische Analysen ein Signifikanzniveau ≤ 0,05 ergaben. Ein Wert 
kleiner 0,05 war statistisch signifikant (*: p ≤ 0,05), ein Wert größer 0,05 war nicht statistisch 
signifikant (p ≥ 0,05: nicht signifikant). 
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3. Darstellung der eigenen Untersuchungen 
3.1 Stammzellmarker-Analyse mit der FACS-Durchflusszytometrie 
Anfänglich wurden die kommerziell erworbenen ADSCs mittels FACS-Durchflusszytometrie 
charakterisiert und anschließend wurden Untersuchungen zur Ermittlung der ostoegnen 
Differenzieurng durchgeführt (siehe Kapitel 3.3, 3.4, 3.5). 
Die FACS-Durchflusszytometrie diente der Untersuchung der Stammzellmarker 
CD44, CD 146, CD105 und Stro-1, die zu den allgemeinen Kriterien zur Definition 
mesenchymaler Stammzellen zählen (31–35). 
Die Zelllinie exprimierte nach zweimaligem Passagieren und der Kultivierung in DMEM die 
untersuchten Oberflächenmarker in nachweisbaren Prozentsatz. Allerdings wurde STRO-1 
nur mit 12,6 % und CD146 nur mit 12,2 % exprimiert (Abb.: 13). 
 
Abbildung 13: Ergebnisse der FACS-Analyse der ADSCs P4. Angabe des prozentualen Anteils der Zellen, 
der den jeweiligen Marker exprimiert. 
 
3.2 ALP-Messungen 
3.2.1 Osteogene Differenzierungsmedien 
Die Messung der relativen ALP-Aktivität wurde in dieser Arbeit als repräsentativer Marker 
der osteogenen Differenzierung eingesetzt. Sie ist ein Maß für die Präsenz von Osteoblasten 
und für die Knochenneubildung (129).  
Zuerst wurden die Stammzellen unterschiedlicher Quellen (MSCs, DFSCs, ADSCs) 
hinsichtlich ihres osteogenen Differenzierungspotentials untersucht. Die drei 
unterschiedlichen Zelllinien zeigten nach der Kultivierung in osteogenem 
Differenzierungsmedium (ODM) eine signifikante Steigerung der ALP-Aktivität im 
Vergleich zu DMEM (Abb.:14). Nimmt man die relative ALP-Aktivität als quantitativen 
Marker für die osteogene Differenzierung, hatten die ADSCs das geringste 
Differenzierungspotential. Betrachtete man den Wert der relativen ALP-Aktivität von ODM 
bezogen auf DMEM, zeigten alle untersuchten Zelllinien ein vergleichbares Potential (Abb.: 
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14).
Abbildung 14: Vergleich der relativen ALP-Aktivitäten der unterschiedlichen Zelllinien (MSCs P5, 
DFSCs P5, ADSCs P3/4) an Tag 7. Dargestellt sind die Mittelwerte aller durchgeführten Messungen, bei den 
MSCs Passage 5 (P5) und DFSCs Passage 5 (P5), jeweils aus einem Versuch und bei den ADSCs Passage 3/4 
(P3/4) aus 15 Versuchen (*: einfaktorelle ANOVA P < 0,05). 
 
Initial wurden Messungen an Tag vier, sieben und zehn nach Differenzierungsstart 
durchgeführt, um den Tag mit der maximalen ALP-Aktivität zu ermitteln. Die höchsten 
Messwerte für die relative ALP-Aktivität wurden an Messtag sieben und zehn erreicht (Abb.: 
15). Messtag sieben wurde daher für alle weiteren Versuche ausgewählt, da sich hier die 
höchsten absoluten Werte zeigten. 
 
Abbildung 15: Messung der relativen ALP-Aktivität der ADSCs P3 nach 4, 7 und 10-tägiger Kultivierung 
in DMEM bzw. ODM. Die Mittelwerte der ALP-Aktivitäten sind aus jeweils einem Versuch (*: einfaktorelle 
ANOVA P < 0,05). 
 
Die Messwerte der ALP-Aktivität nach Kultivierung in dem ODM waren in jedem Versuch 
an Tag sieben höher als die Messwerte von DMEM (Abb.: 14, 15, 16). Somit konnte davon 
ausgegangen werden, dass in jedem Versuch eine Induktion der osteogenen Differenzierung 
stattgefunden hatte. Verglich man Passage 3 und Passage 4 miteinander, so waren die 
Messwerte der ALP-Aktivität in Passage 3 in jedem Versuch höher. Der relative ALP-Wert 
von ODM zu DMEM war jedoch in Passage 3 (ODM/DMEM ≈ 2) etwas niedriger als in 
Passage 4 (ODM/DMEM ≈ 3) (Abb.: 16). 
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Abbildung 16: Vergleich der Passagen 3 und 4. Messung der relativen ALP-Aktivität an Tag 7. 
 
In allen folgenden Versuchen wurden Protokolle mit DMEM (Kontrolle) und mit dem ODM 
(Standardprotokoll) als Referenz verwendet. Für die getesteten Differenzierungsprotokolle 
wurde das osteogene Grundmedium (OG) mit verschiedenen Faktoren der zu modulierenden 
Signalwege (BMP2 und Wnt3a- Signalweg) und Dexamethason versehen (siehe Kapitel: 
2.2.2.3). Vergleiche und statistische Auswertungen wurden nur innerhalb eines Versuchs, der 
auf eine Zelllinie zurückzuführen ist, durchgeführt. 
 
3.2.2 Manipulation des BMP- bzw. Wnt- Signalweges 
3.2.2.1 BMP- Signalweg 
Ziel war es, die osteogenen Differenzierungsmechanismen der ADSCs zu untersuchen und 
darüber hinaus das Differenzierungspotential zu steigern. Da der BMP-Signalweg eine 
wesentliche Rolle für die Osteogenese spielt wurde der Einfluss der Faktoren BMP2 und 
Noggin auf die relative ALP-Aktivität der ADSCs untersucht. 
Es wurden steigende Konzentrationen an BMP2 eingesetzt mit der Annahme, dass eine 
höhere Konzentration mit einer steigenden ALP-Aktivität verbunden sei. In Passage 3 (A) 
konnten ab BMP 25 ng/ml signifikant höhere ALP-Werte gegenüber BMP 10 ng/ml erreicht 
werden (Abb.: 17). Eine höhere Konzentration als 25 ng/ml führte zu keiner signifikanten 
Änderung der ALP-Messwerte (Abb.: 17).  
Aufgrund der Vermutung, dass ein aktivierter BMP-Signalweg wichtig für die 
Initiation der Osteogenese und im Verlauf eher für eine Inaktivierung des Signalweges 
förderlich sei, wurden Wechselprotokolle von BMP2 zu Noggin durchgeführt. In Passage 3 
(A) zeigte ein Wechsel zu Noggin bei 10 ng/ml BMP2 eine höhere ALP-Aktivität gegenüber 
10 ng/ml BMP2 alleine (Abb.: 17, A). Dies konnte in Passage 4 nicht reproduziert werden 
(Abb.: 17, B). 
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Abbildung 17: Der Einfluss von BMP2 und Noggin auf die osteogene Differenzierung der ADSCs. 
Dargestellt sind zwei unabhängige Versuche mit Messung an Tag 7 (*: Post-Hoc-Test P < 0,05). 
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3.2.2.2 Wnt- Signalweg 
Wie in der Einleitung bereits erwähnt, spielt der Wnt-Signalweg eine entscheidende Rolle für 
die osteogene Differenzierung und interagiert mit dem BMP-Signalweg. Daher wurde im 
nächsten Schritt der Einfluss der Faktoren Wnt3a und DKK1 untersucht. Es konnte weder mit 
der Unterstützung von Wnt3a noch von DKK1 eine gesteigerte ALP-Aktivität gegenüber dem 
Standardprotokoll erreicht werden. In Passage 3 zeigten sich trotz geringerer Konzentration 
der Faktoren höhere ALP-Werte (Abb.:18, A). Passage 4 hatte niedrige ALP-Werte, wobei 
Wnt3a 100 ng/ml die niedrigsten ALP-Messwerte besitzt und mit der Kontrolle vergleichbar 
ist (Abb.18, B). 
 
  
 
Abbildung 18: DKK1 und Wnt3a in unterschiedlichen Konzentrationen. Zwei unabhängige Versuche nach 
7-tägiger Differenzierung (*: Post-Hoc-Test P < 0,05). 
Da in der Literatur unterschiedliche Ansichten über den Einfluss des Wnt-Signalweges 
vorliegen, wurden inhibierende (DKK1) und aktivierende (Wnt3a) Faktoren (Abb.: 18), sowie 
ein Wechsel dieser (Abb.:19) untersucht. Im Folgenden wurden die Faktoren DKK1 und 
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Wnt3a nicht wie im vorherigen Versuch verglichen, sondern es fand ein Wechsel innerhalb 
eines Protokolls es statt. Der Wechsel wurde an Tag vier oder an Tag fünf vollzogen. Es 
wurde von DKK1 zu Wnt3a und im Vergleich von Wnt3a zu DKK1 gewechselt. Der Wechsel 
der Faktoren führte in keinem der Versuche zu einer signifikanten Änderung. Die ALP-
Aktivitäten in Passage 4 waren mit DMEM vergleichbar, was auf keine differenzierende 
Wirkung schließen lässt (Abb.: 18, B). Die Protokolle mit dem Wechsel von DKK1 zu Wnt3a 
in Passage 3 haben, unabhängig vom Tag des Wechsels, die höchsten relativen ALP-
Messwerte im Vergleich der getesteten Protokolle innerhalb dieses Versuches gezeigt 
(Abb.:19, A). 
 
Abbildung 19: Wechsel zwischen DKK1 und Wnt3a während der osteogenen Differenzierung. 
Unabhängige ALP-Aktivitätsmessungen nach 7-tägiger Differenzierung (*: Post-Hoc-Test P < 0,05). 
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3.2.2.3 Aktivierung und Inhibierung des BMP- und Wnt-Signalweges 
Die einzelnen Faktoren (BMP2, Noggin, DKK1, Wnt3a) und deren zeitlicher Wechsel (BMP2 
-> Noggin, DKK1 -> Wnt3a und Wnt3a -> DKK1) konnten die osteogene Differenzierung im 
Vergleich zu dem Standardprotokoll bisher nicht verbessern. Daher wurden im nächsten 
Schritt BMP2 und Wnt3a bzw. BMP2 und DKK1 zeitgleich zur Differenzierung eingesetzt.  
In Passage 3 hatte die Kombination aus DKK1 und BMP2 vergleichbare ALP-Messwerte mit 
dem ODM, die Kombination aus Wnt3a und BMP2 zeigte niedrigere Messwerte (Abb.:20, 
A). In Passage 4 waren die ALP-Werte der untersuchten Protokolle niedriger als die Werte 
von DMEM. Daher ist von keiner Differenzierung auszugehen (Abb.:20, B). 
 
 
Abbildung 20: BMP2 und DKK1 bzw. Wnt3a in Kombination. Unabhängige ALP-Aktivitätsmessungen der 
ADSCs an Tag 7 nach Differenzierungsbeginn (*: Post-Hoc-Test P < 0,05). 
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3.2.3 Der Einfluss von Dexamethason 
3.2.3.1 BMP- Signalweg 
Da das Standardprotokoll bis zu diesem Zeitpunkt die höchsten ALP-Messwerte erreichte, 
wurde in den folgenden Versuchen Dexamethason (Dexa), ein wesentlicher Bestandteil des 
ODMs, mit bisher eingesetzten Faktoren (BMP2, DKK1, Wnt3a) kombiniert.  
Zuerst wurden verschiedene Kombinationen aus BMP2 und Dexa untersucht, wobei 
die höchsten relativen ALP-Werte durch die Kombination aus BMP2 10ng/ml und Dexa 10-
8  M (mol/l) erreicht werden konnten (Abb.: 21). Insgesamt zeigte kein Protokoll eine höhere 
ALP-Aktivität als das ODM. 
 
Abbildung 21: BMP2 und Dexamethason zur Unterstützung der osteogenen Differenzierung. ALP-
Aktivitätsmessung der ADSCs P3 an Tag 7 nach Differenzierungsbeginn (*: Post-Hoc-Test P < 0,05). 
 
3.2.3.2 Wnt-Signalweg 
Des Weiteren wurden die Kombination aus Wnt3a und Dexa bzw. DKK1 und Dexa getestet. 
Die Kombination aus Wnt3a und Dexa erzielte mit der Konzentration von Wnt3a 10 ng/ml 
höhere ALP-Messwerte als mit einer Konzentration von 25 ng/ml (Abb.: 22). Die Messwerte 
der ALP-Aktivität von Wnt3a 25 ng/ml und Dexa war signifikant erniedrigt gegenüber ODM 
(Abb.: 22, A). Wnt ohne Dexa mit der Konzentration 25  n/ml hatte in den vorherigen 
Versuchen vergleichbare ALP-Werte zu ODM (Abb.: 18).  
Das getestete Wechselprotokoll Wnt3a 25 ng/ml  DKK1 50 ng/ml (Abb.: 19) und die 
Kombination von Wnt3a 25 ng/ml und BMP2 10 ng/ml (Abb.: 20) hatten keinen 
unterstützenden Effekt auf die ALP-Aktivität und somit auf die osteogene Differenzierung. 
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Die Kombination aus DKK1 und Dexa zeigte in jeder getesteten Konzentration 
(20 ng/ml bzw. 50 ng/ml) hohe ALP-Messwerte (Abb.: 22). DKK1 ohne Dexa mit der 
Konzentration 50 ng/ml (Abb.: 18), sowie die Kombination aus DKK1 50 ng/ml mit BMP2 
10 ng/ml (Abb.: 20) hatten in vorherigen Versuchen hohe ALP-Aktivitäten. Im Vergleich 
dazu zeigte DKK1 100 ng/ml ohne Dexa (Abb.: 18), sowie die Kombination aus DKK1 und 
BMP2 10 ng/ml (Abb.: 20) niedrigere ALP-Werte. Auch das Wechselprotokoll DKK1 
50 ng/ml -> Wnt3a 25 ng/ml hatte niedrige ALP-Werte im Vergleich (Abb.: 19). 
Zusammenfassend sind die ALP-Messwerte der Protokolle mit DKK1 (50 ng/ml, 
20 ng/ml) und Dexa sowie Wnt3a 10 ng/ml und Dexa vergleichbar mit dem Standardprotokoll, 
jedoch wurde es von keinem Protokoll übertroffen. 
Bei der Zugabe von Dexa war kein großer Unterschied zwischen den zwei getesteten 
Konzentrationen, wobei Dexa 10-8 M eine geringfügig höhere ALP-Aktivität erreichte (Abb.: 
22). 
 
 
Abbildung 22: Wnt3a bzw. DKK1 und Dexamethason zur Unterstützung der osteogenen Differenzierung. 
Die ALP-Aktivitätsmessungen der ADSC P3 am 7. Tag nach der Differenzierung in OG (*: Post-Hoc-Test P < 
0, 05). 
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3.2.4 Kombination aus Dexa, DKK1 und BMP2 
Da in den bisherigen Versuchen kein Protokoll gefunden wurde, das die ALP-Messwerte des 
Standardprotokolls übertreffen konnte, wurde versucht die Faktoren Dexa, BMP2 und DKK1 
in unterschiedlichen Konzentrationen zu kombinieren, um möglicherweise einen additiven 
Effekt zu erreichen. Das Protokoll 1 (Prot. 1) bestehend aus Dexa 10-7 M, BMP2, 10 ng/ml 
und DKK1, 50 ng/ml erreichte die bisher höchste ALP-Aktivität. Dieses Protokoll zeigte eine 
signifikante Steigerung der ALP-Aktivität im Vergleich zu DMEM in den unabhängigen 
Messungen an d7 und d10, an d7 sowohl in P 3 als auch P 4. Prot. 1 war das erste Protokoll, 
das ein besseres Ergebnis als ODM lieferte. An Tag 7 zeigte es die höchste ALP-Aktivität, 
sowohl in Passage 3 als auch Passage 4 (Abb.: 23). 
 
Abbildung 23: Das Protokoll 1, eine Kombination aus BMP2, DKK1 und Dexa. ALP-Aktivitätsmessungen 
der ADSCs P3 (B) und P4 (A, C, D) an Tag 4 (d4) (A), Tag 7 (d7) (B, C) und Tag 10 (d10) (D) (*: Post-Hoc-
Test P < 0,05). 
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3.2.4.1 DKK1 und Wnt3a-Wechsel innerhalb von Protokoll 1 
Darüber hinaus wurde untersucht, ob das Prot. 1 durch einen Wechsel von DKK1 zu Wnt3a 
verbessert werden kann. An Tag 4 und an Tag 5 wurde von DKK1 zu Wnt3 gewechselt. Der 
Wechsel von DKK1 zu Wnt3a an Tag 5 zeigte eine signifikant gesteigerte ALP-Aktivität im 
Vergleich zu DMEM (Abb.: 23). Jedoch war kein ALP-Messwert der Protokolle höher als der 
des ODMs (Abb.: 24). 
 
Abbildung 24: DKK1 und Wnt3a-Wechsel in Protokoll 1. Relative ALP-Aktivitätsmessung der ADSCs P3 an 
Tag 7 (*: Post-Hoc-Test P < 0, 05). 
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3.2.4.2 Vergleich von Prot. 1 mit DFSC-konditioniertem Medium (Prot. 2) und zusätzlicher 
DKK1 Supplementation (Prot.2+) 
Die osteogene Differenzierung der ADSCs konnte in anderen Studien mit einem DFSCs-
konditioniertem Medium unterstützt werden (97,110). Das Protokoll 2 zeigt die ALP-
Messwerte der ADSCs in Passage 4 in einem selbst hergestellten DFSCs-konditioniertem 
Medium (Abb.: 25). In einem weiteren Schritt wurde getestet, ob auch die zusätzliche DKK1-
Supplementation zu dem DFSC-konditioniertem Medium (Prot.: 2+) einen weiteren Vorteil 
bieten könnte (97). In diesem Versuch erreichten alle getesteten Protokolle eine signifikante 
Steigerung der ALP-Aktivität gegenüber DMEM (Abb.: 25). Die zusätzliche Supplementation 
von DKK1 (100 ng/ml) zu dem DFSCs-konditioniertem Medium führte zu keiner weiteren 
Steigerung der ALP-Aktivität (Abb.: 25). Das bisher am besten differenzierende Prot. 1 und 
das Prot. 2 hatten vergleichbare Ergebnisse (Abb.: 25). 
 
 
Abbildung 25: Vergleich von Protokoll 1 mit der Differenzierung in DFSCs-konditioniertem Medium und 
DFSCs-konditioniertem Medium mit DKK1 versetzt. Relative ALP-Aktivitätsmessung der ADSCs P4 an Tag 
7 (*: Post-Hoc-Test P < 0,05). 
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3.3 Quantitative real time Polymerase-Kettenreaktionen (RT-qPCRs) 
Zur Bestätigung und Ergänzung der relativen ALP-Messungen wurden RT-qPCRs 
durchgeführt und ausgewertet. Nach vier- bzw. siebentägiger osteogener Differenzierung 
wurden die Expressionslevel von ALP, RUNX2 und CEMP1 bestimmt.  
ALP ist ein genereller Marker der osteogenen Differenzierung (119,130–132). RUNX2 
wird durch den Wnt- und BMP-Signalweg beeinflusst (133,134) und CEMP1 ist ein 
Zementoblastenmarker (135).  
Das Protokoll l zeigte eine signifikante RUNX2-Expression an Tag 4, mit einem 
leichten Rückgang an Tag 7 (Abb.: 26, A, D), wohingegen ALP an Tag 7, aber nicht an Tag 4 
exprimiert wurde (Abb.: 26, B, E). Die CEMP1-Expression hatte einem Abfall von Tag 4 zu 
Tag 7 (Abb.: 26, C, F).  
Das Protokoll 4 (BMP2 50 ng/ml) führte an Tag 4 zu einem signifikanten Anstieg der 
ALP- und RUNX2- Expression und zu einem Rückgang dieser Marker an Tag 7 (Abb.: 26, A, 
B, D, E). CEMP1 wurde im Vergleich zu den anderen Protokollen sowohl an Tag 4 als auch 
an Tag 7 am höchsten exprimiert (Abb.: 26, C, F).  
Alle Marker konnten in Protokoll 3 an Tag 4 gemessen werden, jedoch nicht erhöht im 
Vergleich zum Standardprotokoll. An Tag 7 zeigte sich ein Abfall, so dass die Expression 
aller Marker mit DMEM vergleichbar war (Abb.: 26, D, E, F). 
ODM hatte die niedrigste ALP, RUNX2 und CEMP1-Expression an Tag 4 im 
Vergleich zu den anderen Protokollen (Abb.: 26, A, B, C). An Tag 7 wurde die Expression 
von ALP, RUNX2 und CEMP1 nach oben reguliert (Abb.: 26, D, E, F). 
Insgesamt konnten die höchsten Messwerte mit Protokoll 1 und Protokoll 4 an Tag 4 für 
die Expression von ALP, RUNX2 und CEMP1 erzielt werden (Abb.: 26, A, B, C). An Tag 7 
zeigte ODM die höchste Expression von ALP und RUNX2 und das Protokoll 4 von CEMP1 
(Abb.: 26, D, E, F). 
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Abbildung 26: Relative mRNA-Expression osteogener bzw. zementoblastärer Marker der ADSCs P4 nach 
4- bzw. 7-tägiger Differenzierung (n=3, +/- SEM). Detektiert wurde mittels RT-qPCR, als Kalibrator diente 
ein DMEM-Wert. GAPDH diente als Referenzgen (*: Post-Hoc-Test P < 0,05). 
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3.4 Western Blot Analysen 
Die Proteinmenge von RUNX2 des Protokolls 1 wurde nun untersucht. RUNX2 hat eine 
Schlüsselfunktion in der Zahnentwicklung und ist essentiell für die Induktion der osteogenen 
Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen (136). An Tag 7 wurde RUNX2 im 
Gesamtzelllysat mit Hilfe von Western Blot Analysen detektiert. RUNX2 konnte in allen 
Proben nachgewiesen werden. Die Differenzierung im Standardprotokoll und Prot. 1 zeigte 
eine niedrigere Proteinmenge an RUNX2 als die Kontrolle (Abb.: 27).  
 
Abbildung 27: Western Blot-Analysen nach RUNX2 mit dem Gesamtzelllysat von ADSCs P4 nach 7-
tägiger Differenzierung. β-Actin diente als Ladekontrolle. 
 
3.5 Nachweis der Mineralisierungsfähigkeit 
Durch die Alizarin-Rot-Färbung sollte ermittelt werden, ob eines der ausgewählten Protokolle 
die Mineralisierung der extrazellulären Matrix induzieren konnte. Mit dem Nachweis der 
Mineralisierungsfähigkeit ließ sich darüber hinaus der Differenzierungsgrad beurteilen, da die 
Zellen erst in einem späteren Differenzierungsstadium dazu im Stande sind. Im Rahmen 
dieser Arbeit konnte weder das Standardprotokoll noch eines der getesteten Protokolle dieses 
Stadium erreichen, da keine Mineralisierung an Tag 28 gezeigt werden konnte (Ergebnisse 
nicht aufgeführt). 
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4. Diskussion von Methodik und Ergebnissen 
In dieser Arbeit wurde untersucht, wie sich die Supplementierung verschiedener Faktoren des 
BMP- und Wnt-Signalweges auf die osteogene bzw. zementogene Differenzierung von 
Stammzellen des Fettgewebes (ADSCs) auswirkte. Der Einfluss auf die Differenzierung 
wurde anhand der ALP-Aktivität gemessen und zur Kontrolle einzelner Protokolle wurden 
RT-qPCRs und WB-Analysen angefertigt. 
4.1 Einordnung der adipogenen Stammzellen 
Die aus dem Fettgewebe gewonnen Stammzellen sind eine heterogene, multiforme 
Zellpopulation (44, 45, 137) unterschiedlicher Differenzierungsstufen und -potentiale (138, 
139). Zur Vereinheitlichung der Definition mesenchymaler Stammzellen, zu denen die 
ADSCs gezählt werden, wurden Minimalkriterien festgelegt (31). Ein Kriterium dabei ist die 
Charakterisierung mittels Oberflächenmarkern. Im Rahmen dieser Arbeit wurde repräsentativ 
die Expression der Oberflächenmarker CD146, CD44, Stro-1 und CD105 bestimmt. Die 
untersuchte Zelllinie exprimierte alle Oberflächenmarker in nachweisbarem Prozentsatz 
(Abb.: 13), was generell mit einem typischen Expressionsmuster für ADSCs zu vereinbaren 
ist (140, 141). Verglichen mit anderen Studien, die einen ähnlichen Ansatz verfolgten, zeigten 
sich Unterschiede in der Stro-1 und CD146 Expression (97, 142). So wurde in Morsczeck et 
al., 2017 von den eingesetzten ADSCs Stro-1 mit 0,0 % und CD146 mit 2,8 % exprimiert 
(142). Darüber hinaus zeigte eine weitere Studie an von Ratten isolierten ADSCs eine Stro-1- 
Expression von 24,7 % und eine CD146- Expression von 31,2 %, (97). Dagegen waren die 
jeweiligen Messungen der CD44- und CD105-Expression vergleichbar (97, 142).  
Das CD-Expressionsmuster der ADSCs unterliegt einem Wechsel abhängig von der 
Passagenzahl. Nach Passage 4 nehmen hämatopoetisch-assoziierte Marker ab und die MSC-
assoziierten Marker wie CD44 signifikant zu (143, 144).  
Die Oberflächenmarker mesenchymaler Stammzellen weisen abhängig vom 
Ursprungsgewebe eine Variabilität auf. BMSCs exprimieren CD146 doppelt so häufig wie 
ADSCs (145); CD34 und CD36 dagegen werden von ADSCs, aber nicht von BMSCs 
exprimiert (146).  
Außerdem fanden Levi et al., 2011 Assoziationen zwischen Oberflächenmarkern und dem 
osteogenen Differenzierungspotential von ADSCs (147). CD105, das in der durchgeführten 
FACS-Durchflusszytometrie von 99,8% der Zellen exprimiert wurde (Abb.:13), scheint über 
den TGF-β1- Signalweg inhibitorisch auf die osteogene Differenzierung zu wirken (147). Im 
Vergleich zu BMSCs und DFSCs hatten auch in dieser Arbeit ADSCs ein geringeres 
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osteogenes Differenzierungspotential (Abb.: 14). ADSCs besitzen die Tendenz eher adipogen 
als osteogen zu differenzieren (116). Auch in anderen Studien zeigten ADSCs im Vergleich 
zu BMSCs nach osteogener Differenzierung eine niedrigere ALP-Aktivität, weniger 
Matrixmineralisierung und eine geringere Expression von BGLAP und OPN (148–150). 
Allerdings sind auch gegenteilige Ergebnisse mit einer signifikant höheren ALP-Aktivität 
(44) oder keinem signifikanten Unterschied der ALP-Aktivitäten und der Mineralisierung (91) 
im Vergleich zu BMSCs bekannt. Ursächlich könnte eine Heterogenität der Stammzellen der 
unterschiedlichen Populationen sein (151). Darüber hinaus ist in Betracht zu ziehen, dass das 
Proliferations- und Differenzierungspotential auch von dem Ursprungsgewebe und der 
Methode der Gewinnung der Stammzellen, sowie von Lebensbedingungen und Alter des 
Spenders abhängig ist (152, 153).  
Zudem nimmt das osteogene Differenzierungspotential mit zunehmender Passagenzahl ab und 
eine Zellseneszenz wird induziert (154–157). In dieser Arbeit zeigte sich ein deutlicher Abfall 
der ALP-Aktivität von Passage 3 zu Passage 4 (Abb.: 15). 
4.2 Methoden zur Evaluation der osteogenen Differenzierung 
Zur Auswertung der osteogenen Differenzierung wurde die Aktivität der alkalischen 
Phosphatase bestimmt. Dabei handelt es sich um eine unspezifische Hydrolase, die in jedem 
Gewebe zu finden ist und Monophosphatesterverbindungen unter alkalischem pH-Wert 
hydrolysiert (119). ALP ist notwendig, um den biologischen Prozess der Mineralisierung zu 
initiieren (131, 132). Außerdem ist es ein Maß für die Präsenz von Osteoblasten und die 
Knochenneubildung (129). Wie in Kapitel 1.3.3 bereits erläutert, gilt die ALP-Aktivität als 
früher Marker der osteogenen Differenzierung (50). Bereits ab Tag 7 zeigte sich ein deutlicher 
Unterschied der ALP-Werte zwischen Standard- und Kontrollmedium (Abb.: 14). Dies liegt 
in guter Übereinstimmung mit Wen X et al., 2011 (110), die den ALP-Verlauf über elf Tage 
dokumentierten und an Tag sieben ein Maximum feststellten. 
Als später Marker wurde die Mineralisierung an Tag 28 mit Hilfe der Alizarin-Rot-Färbung 
untersucht (Ergebnisse nicht aufgeführt, siehe Kapitel 3.5). Von ausgewählten Protokollen 
wurde zusätzlich die Gen- und Proteinexpression bestimmt, um Hinweise für die Bedeutung 
der Signalwege auf die Differenzierungsmechanismen zu gewinnen. Es ist zu beachten, dass 
alle verwendeten Methoden mit einer Zerstörung der Zellen verbunden sind. Dies könnte 
beispielsweise durch die alleinige Messung der BGP-Sekretion im Medium vermieden 
werden (158). Jedoch ermöglicht nur die Kombination aller eingesetzten Methoden (ALP-
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Messung, RT-qPCRs, WB-Analysen, Alizarin-Rotfärbung) eine komplexe Analyse der 
osteogenen Differenzierung (159).  
 
4.3 Manipulation des BMP- Signalweges 
Der osteoinduktive Effekt von BMP2 in vitro und in vivo wird in zahlreichen Publikationen 
proklamiert (61, 63, 64, 66, 67, 104, 160). 
In dieser Arbeit konnte die BMP2-Supplementation ab einer Konzentration von 25 ng/ml in 
Passage 3 die osteogene Differenzierung induzieren. Das Standardprotokoll wurde dabei 
allerdings nicht übertroffen (Abb.: 12, 24). Der nur schwache osteoinduktive Effekt von 
BMP2 wurde in anderen Arbeiten belegt (90, 161). Cruz konnte durch die BMP2-
Supplementation zwar eine erhöhte Smad 1/5/8 Aktivierung induzieren, allerdings wurde die 
ALP-Aktivität nicht gesteigert. Es wurde vermutet, dass der BMP-Signalweg aufgrund von 
endogener BMP4 und BMP7 Produktion so stark aktiviert wurde, dass exogenes BMP2 zu 
keiner weiteren Steigerung führen konnte (161). Ein ähnlicher Mechanismus könnte den in 
dieser Arbeit nur schwachen osteoinduktiven Effekt erklären. Allerdings könnte auch die in 
Kapitel 1.3.3.3 disskutierte duale Funktion des BMP-Signalweges eine Ursache sein (66, 
105). Hierbei wurde vermutet, dass die adipogene oder osteogene Differenzierung abhängig 
von der verwendeten Zelllinie induziert wird (66, 103, 105). Generell ist zu unterscheiden, 
dass in vielen Publikationen (103, 104, 107, 160, 162) die BMPs durch Überexpression in den 
Zellen selbst ihre Wirkung entfalten konnten, in unserem Versuchsansatz jedoch auf 
rekombinantes BMP2 zurückgegriffen wurde.  
Des Weiteren scheint die osteoinduktive Wirkung der BMP2-Supplmentation dosisabhängig 
zu sein. Durch Erhöhung der Konzentration von 10 ng/ml auf 25 ng/ml konnte eine deutliche 
Zunahme der ALP-Aktivität erreicht werden. Eine weitere Steigerung auf 50 ng/ml erzielte 
jedoch keinen zusätzlichen Effekt (Abb.: 17). Eine dosisabhängige Wirkung konnte auch in 
anderen Studien gezeigt werden (66, 105). 
Im Gegensatz zu den niedrigen ALP-Messwerten war die ALP- und RUNX2-Expression an 
Tag vier signifikant erhöht (Protokoll 4, Abb.: 26, A, B). Daher kann angenommen werden, 
dass der BMP-Signalweg eine induzierende Wirkung auf die osteogene Differenzierung hat, 
wie in BMSCs gezeigt werden konnte (49). Im weiteren Verlauf scheint jedoch die alleinige 
BMP2-Supplementation nicht ausreichend zu sein, was sich an einem Abfall der ALP- und 
RUNX2- Expression (Protokoll 4, Abb.: 26, D, E), sowie den niedrigen ALP-Messwerten 
(Abb.: 17) an Tag 7 zeigte. 
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Aufgrund der Vermutung, dass der Übergang in die späte Phase der osteogenen 
Differenzierung durch den BMP-Signalweg unterbunden wird, könnte eine Inhibition dessen 
förderlich sein (49). Daher wurde neben der alleinigen BMP2-Supplementation auch ein 
Wechsel von BMP2 zu Noggin an Tag vier untersucht (Abb.: 17). Dadurch konnte die 
osteogene Differenzierung schon mit einer BMP2-Konzentration von 10 ng/ml induziert 
werden (Abb.: 17). Andere Studien konnten zeigten, dass auch eine alleinige Noggin-
Supplementation vergleichbare ALP-Messwerte liefern könnte (64, 142).  
In DFSCs wurde ein komplexer Mechanismus des BMP-Signalweges und die 
Wechselwirkung mit anderen Signalwegen, wie dem Wnt-Signalweg gezeigt (117). Dies 
könnte auch ursächlich für die dosisabhängige Wirkung von BMP2 und die unterstützende 
Funktion von Noggin in ADSCs sein. 
 
4.4 Manipulation des Wnt-Signalweges 
Wegen vermuteter Wechselwirkungen zwischen Wnt- und BMP-Signalweg, sowie 
Genanalysen, die eine entscheidende Rolle des Wnt-Signalweges für die die osteogene 
Differenzierung belegten (163), wurde auch dieser untersucht. Es wurde von der Annahme 
ausgegangen, dass eine Inhibition des Wnt-Signalweges die osteogene bzw. zementogene 
Differenzierung der ADSCs fördert (97, 110). Im Rahmen dieser Arbeit konnte DKK1 in 
jeder Dosierung hohe ALP-Messwerte erreichen, jedoch das Standardprotokoll nicht 
übertreffen (Abb.: 18).  
Wie in Kapitel 1.3.3.3 erwähnt liegen unterschiedliche Aussagen über die 
Funktionsweise des Wnt-Signalweges vor. So förderte die DKK1-Supplementation in einer 
anderen Studie die adipogene Differenzierung durch Hochregulation von PPAR-γ und 
C/EBP-α und Herabregulation von Wnt3a, Wnt10b und β-Catenin (112). Entgegen der 
Ergebnisse von Liu et al., 2014 und Wen et al., 2011 (97,110) zeigten Li et al., 2008 (111), 
dass eine Stabilisierung des zytoplasmatischen β-Catenins die adipogene Differenzierung 
unterdrückte und die Osteogenese stimulierte, wohingegen eine Herabregulation des β-
Catenins die adipogene Differenzierung über eine C/EBPα- und PPARγ- Induktion 
unterstützte.  
Im Rahmen dieser Arbeit zeigte Wnt3a in einer Konzentration von 25 ng/ml oder der 
den Wechsel von Wnt3a zu DKK1 an Tag vier oder fünf in Passage 3 eine induzierende 
Wirkung (Abb.: 18, 19). Insgesamt wurde durch die Wnt3a-Supplementation allerdings kein 
besseres Ergebnis als mit dem Standardprotokoll erreicht. Darüber hinaus konnten weder 
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durch Wnt3a in einer Konzentration von 100 ng/ml noch durch den Wechsel zu DKK1 an Tag 
vier oder fünf in Passage 4 eine osteogene Differenzierung induziert werden (Abb.: 18, 19). 
Die Passagen-abhängigen Ergebnisse der Wechselprotokolle könnten auch auf die in Kapitel 
4.1 besprochene Zellseneszenz zurückgeführt werden.  
Generell spiegeln die Ergebnisse dieser Arbeit die unterschiedlichen Aussagen über 
die Funktionsweise des Wnt-Signalweges wieder. Sowohl DKK1, als auch Wnt3a, konnten 
die osteogene Differenzierung induzieren, wobei Wnt3a eine dosisabhängige Wirkung zeigte 
(Abb.: 18, 19). Hierfür könnte ein Rückkopplungsmechanismus des Signalweges 
verantwortlich sein (164). Darüber hinaus könnte wie in Kapitel 1.3.3.2 in DFSCs besprochen 
eine Wechselwirkung mit anderen Signalwegen, wie dem BMP-Signalweg eine Rolle spielen 
(70, 73–75). 
Die vermutete Wechselwirkung des BMP- und Wnt-Signalweges wurde im Rahmen 
dieser Arbeit zum ersten Mal in ADSCs untersucht. Die zeitgleiche Manipulation beider 
Signalwege erreichte in der Kombination aus DKK1 und BMP2 in Passage 3 etwas höhere 
ALP-Aktivitäten als Wnt3a und BMP2 (Abb.: 20). Daher könnte bei aktiviertem BMP-
Signalweg eher die Inhibition des Wnt-Signalweges vorteilhaft für die osteogene 
Differenzierung sein. 
4.5 Dexamethason als zusätzlicher Faktor 
Da weder die Manipulation des Wnt- oder des BMP-Signalweges, noch eine Kombination 
beider die ALP-Aktivität des Standardprotokolls übertraf, wurde im nächsten Schritt 
Dexamethason mit Faktoren der Signalwege kombiniert (Kapitel: 3.2.3). Als entscheidender 
Bestandteil des Standardprotokolls (ODMs) sollte Dexamethason die osteogene 
Differenzierung der ADSCs möglicherweise über den ERK-Signalweg fördern (106). Die 
hohe RUNX2-Expression, sowohl an Tag vier als auch an Tag sieben, könnte ein Hinweis 
darauf sein (Abb.: 26, B, E). Darüber hinaus widerlegten diese Ergebnisse eine RUNX2-
unabhängige Differenzierung durch Dexamethason. Dies konnte bereits in DFSCs 
beschrieben werden (84, 98). 
In Übereinstimmung mit der Literatur (85) zeigten alle Kombinationen mit 
Dexamethason 10-8 M etwas höhere ALP-Aktivitäten als die mit 10-7 M (Abb.: 20, 21). Jedoch 
konnte in der vorliegenden Arbeit keine Kombination mit Dexamethason 10-8 M die ALP-
Messwerte eines 10-7 M enthaltenden ODMs übertreffen (Abb.: 21, 22).  
Mit Ausnahme der Kombination aus Wnt3a 25 ng/ml und Dexamethason konnte unter Zugabe 
von Dexamethason zu BMP2, DKK1 oder Wnt3a die osteogene Differenzierung induziert 
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werden (Abb.: 20, 21). Ursächlich für den unterstützenden Effekt auf die BMP2-
Supplementation könnte eine synergistische Induktion von RUNX2 sein (Abb.: 12, 20) 
(104,106). Allerdings sind in der Literatur widersprüchliche Ergebnisse zu finden. Bei Lee et 
al., 2014 förderte die Kombination aus BMP2 und Dexa die adipogene Differenzierung und 
inhibierte die osteogene Differenzierung durch eine vermehrte PPAR-ɣ-Expression (105). 
Dieser Effekt wurde auf einen durch BMP2 induzierten Mechanismus zurückgeführt. Dabei 
ist zu beachten, dass in dieser Arbeit eine zehnfach höhere BMP2-Konzentration verwendet 
wurde (100  ng/ml) (105). Daher könnte die Funktion des BMP-Signalweges in Kombination 
mit Dexamethason dosisabhängig sein. Eine niedrige Konzentration an BMP2 könnte die 
osteogene und eine hohe eher die adipogene Differenzierung unterstützen. 
Wnt3a 25 ng/ml inhibierte die durch Dexamethason induzierte osteogene Differenzierung 
(Abb.: 22). Wie in MSCs gezeigt (165), könnte auch hier die Inhibition der Dexamethason-
induzierten Expression osteogener Marker durch Wnt3a eine mögliche Ursache sein. Dies 
steht im Widerspruch zu den Ergebnissen von (142, 165), die eine erhöhte ALP-Aktivität mit 
fehlender Herabregulation adipogener Marker zeigten. In dieser Arbeit konnte letztendlich 
durch eine Erniedrigung der Wnt3a-Konzentration auf 10 ng/ml die osteogene 
Differenzierung induziert werden (Abb.: 21). Hierbei könnte der Effekt von Wnt3a so gering 
sein, dass es mit der Dexamethason-induzierten Differenzierung nicht mehr interveniert. 
Zusammenfassend erzielten BMP2 bzw. Wnt3a in Kombination mit Dexa kontroverse 
Ergebnisse. Die Diskrepanz zu anderen Studien könnte auch im Zusammenhang einer dualen 
Funktion von Dexa stehen (106). Bei einem inaktiviertem ERK-Signalweg sollte Dexa über 
eine PPARɣ- Induktion die adipogene Differenzierung und bei aktivierten ERK-Signalweg 
die osteogene Differenzierung unterstützten (106). 
Die Kombination aus DKK1 und Dexamethason hingegen konnte in jeder für DKK1 
gewählten Konzentrationen vergleichbare Ergebnisse zum Standardprotokoll erreichen (Abb.: 
22). Daher könnte in Kombination mit Dexamethason, wie schon in Kapitel 4.5 in der 
Kombination mit BMP2 besprochen, eine Inhibition und somit Senkung des β-Catenin-
Spiegels förderlich für die osteogene Differenzierung sein. 
4.6 Kombination mehrerer Faktoren 
Da die Kombinationen aus BMP2 und DKK1 (Abb.: 20) bzw. Dexamethason und DKK1 
(Abb.: 22) gute ALP-Messwerte und konstantere Ergebnisse als die jeweiligen 
Kombinationen mit Wnt3a zeigten, wurden die Faktoren BMP2, DKK1 und Dexamethason 
kombiniert (Protokoll 1). Dies lieferte die höchsten ALP-Messwerte dieser Arbeit und 
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übertraf die Messwerte des Standardprotokolls (Abb.: 22). Dieses Ergebnis konnten in den 
RT-qPCRs nicht reproduziert werden, jedoch zeigte sich an Tag sieben eine vergleichbare 
Tendenz (Abb.: 26) zu den ALP-Messungen (Abb.: 22). Zudem erreichte die RUNX2-
Expression an Tag vier den höchsten Wert im Vergleich zu den anderen Protokollen (Abb.: 
26). Die RUNX2-Expression im Western Blot an Tag sieben war jedoch herabreguliert (Abb.: 
27). Dies wäre mit einem Übergang in die späte Phase der osteogenen Differenzierung 
vereinbar, da RUNX2 deren Induktion inhibiert (49). 
Es ist davon auszugehen, dass die in Protokoll 1 manipulierten Signalwege in 
Wechselwirkung miteinander stehen. Mögliche Mechanismen der einzelnen Faktoren sind 
untersucht (97,104–106,110,134), die Wechselwirkungen mehrerer Faktoren sind jedoch 
weitgehend unklar. Bekannt ist, dass DKK1 den Wnt-Signalweg inhibiert und so das β-
Catenin-Level senkt (97, 110), BMP2 über eine Smad-Aktivierung RUNX2 induziert (104, 
105, 134) und Dexamethason ebenfalls die RUNX2-Expression über den ERK-Signalweg 
unterstützt (106). Scheinbar steuert ein komplexes Netzwerk die Differenzierung. Erst die 
Manipulation beider Signalwege und die zusätzliche Dexamethason-Supplementation konnten 
die ALP-Aktivität erhöhen. Dadurch wurde die Effektivität der Differenzierung, aber auch die 
Komplexität des Systems gesteigert und eine gezielte Kontrolle erschwert. 
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4.7 Ausblick 
In der Literatur liegen keine einheitlichen Informationen über die 
Differenzierungsmechanismen der ADSCs vor und auch in dieser Arbeit zeigten sich 
widersprüchliche Ergebnisse bei der Manipulation des BMP- bzw. Wnt- Signalweges. Eine 
Erhöhung der Ausbeute an osteogen bzw. zementogen differenzierenden Zellen gegenüber 
dem Standardprotokoll, die in anderen Studien (97, 103, 105, 110, 142) erreicht wurde, 
konnte nicht bestätigt werden. Ursächlich könnte ein unterschiedliches Ansprechen der 
verschiedenen Zelllinien auf die verwendeten Supplemente (105) oder ein mangelndes 
osteogenes Differenzierungspotential der untersuchten Zelllinie sein. Denn keines der 
geprüften Protokolle, einschließlich des Standardprotokolls, konnte eine Mineralisierung 
zeigen (siehe Kapitel 3.5). Patricia Zuk, 2011 begründete eine ähnliche Beobachtung mit 
einem fehlenden Potential der Zelllinie zur osteogenen Differenzierung (90). Eine 
homogenere Zellpopulation könnte durch eine bessere Sortierung der Zellen mittels 
Expressionsmuster der Stammzellmarker ermöglicht werden, wie bereits von Kalinina et al., 
2015 gezeigt wurde (167). Die Zelllinien mehrerer Spender zu poolen könnte einen weiteren 
Ansatz darstellen, um eine bessere Vergleichbarkeit der einzelenen Studien zu gewährleisten. 
Ein weiterer Ansatz wäre ein besseres Verständnis des komplexen 
Differenzierungsnetzwerkes unter Berücksichtigung möglicher Rückkopplungsmechanismen, 
Wechselwirkungen und weiterer involvierter noch unbekannter Mechanismen zu gewinnen. 
Basierend auf dieser Arbeit scheinen die Differenzierungsmechanismen von Dexamethason 
und die Wechselwirkungen der Signalwege interessante Aspekte für weitere Studien zu sein. 
Laut Liu et al., 2009 läuft die Dexamethason-induzierte Differenzierung über den ERK-
Signalweg (106). Darüber hinaus könnte untersucht werden, ob dadurch RUNX2 induziert 
wird, wie in MSCs beschrieben wurde (51) oder noch weitere Mechanismen involviert sind. 
Die Wechselwirkung des Wnt- bzw. BMP-Signalweges könnte beispielsweise durch eine 
Messung der Zwischenprodukte der einzelnen Signalwege, wie β-Catenin und Smad-Proteine, 
genauer analysiert werden. 
Kürzlich wurde gezeigt, dass auch die R-Spondin (Rsop) Proteine, eine weitere Gruppe von 
Wnt/β-Catenin-Signalweg Agonisten (168,169) eine Rolle in der osteogenen Differenzierung 
von ADSCs spielen. Rspo3 soll die Osteogenese über einen LGR4-ERK-Signalweg regulieren 
(170). Möglicherweise könnten durch diese Mechanismen die widersprüchlichen Ergebnisse 
der Manipulation des Wnt-Signalweges erklärt werden. 
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5. Zusammenfassung 
In der modernen Zahnmedizin stellen aus Fett gewonnene Stammzellen (ADSCs) eine 
vielversprechende Grundlage für zukünftige Behandlungsalternativen parodontaler Defekte 
dar. Diese Stammzellen lassen sich komplikationsarm und in großer Anzahl aus Lipoaspirat 
gewinnen. Da sie jedoch die Tendenz besitzen ohne exogene Stimulation adipogen zu 
differenzieren, ist die Steigerung der Effektivität der osteogenen bzw. zementogenen 
Differenzierung durch eine geeignete Supplementation Gegenstand aktueller Forschung. 
Dadurch soll zukünftig ein breiter klinischer Einsatz zur Regeneration parodontalen Gewebes 
ermöglicht werden.  
Auf Grundlage von (66, 97, 166) wurde in dieser Arbeit durch Supplementation die 
zielgerichtete Aktivierung und/oder Inhibition des BMP- bzw. Wnt-Signalweges von 
kommerziell erworbenen ADSCs getestet. Dazu wurden Protokolle verschiedener 
Kombinationen und Konzentrationen der Supplemente erstellt (siehe Tabelle1 und 2). Im 
Rahmen dieser Versuche wurden darüber hinaus Hinweise auf mögliche 
Differenzierungsmechanismen gewonnen. Die Bewertung des osteogenen 
Differenzierungspotentials erfolgte dabei durch die ALP-Aktivität. Zusätzlich wurden von 
ausgewählten Protokollen RT-qPCRs und Western Blot Analysen angefertigt. 
Das Standardprotokoll ODM mit dem Hauptbestandteil Dexamethason konnte die osteogene 
Differenzierung in allen Versuchen induzieren und diente jeweils als Referenz des getesteten 
Protokolls. Dabei wurde generell ein Abfall der ALP-Aktivität von Passage 3 zu Passage 4 
beobachtet, was ein Hinweis auf Zellseneszenz sein könnte. Darüber hinaus war in Passage 4 
bis auf wenige Ausnahmen kein osteoinduktiver Effekt mit den durchgeführten Protokollen 
sichtbar. Daher wurden die meisten der folgenden Erkenntnisse aus Passage 3 gewonnen.  
Zunächst wurde die Manipulation der einzelnen Signalwege untersucht. Dabei zeigte die 
alleinige BMP2-Supplementation eine dosisabhängige Induktion der osteogenen 
Differenzierung, jedoch ohne das Standardprotokoll an Tag sieben zu übertreffen (Abb.: 17, 
26). Zwar erreichte das Protokoll mit BMP2 50 ng/ml an Tag vier im Vergleich zu den 
anderen getesteten Protokollen die höchste ALP- und RUNX2-Expression (Abb.: 26, B, C, 
Protokoll 4), an Tag sieben war die RUNX2- und ALP-Expression allerdings wieder 
herabreguliert (Abb.: 26., E, F, Protokoll 4). Die ALP-Messungen an Tag sieben konnten erst 
ab einer Konzentration von 25 ng/ml die osteogene Differenzierung induzieren, wobei eine 
Steigerung auf 50 ng/ml keinen zusätzlichen Effekt zeigte (Abb.: 17). Durch einen Wechsel 
von BMP2 zu dem Inhibitor Noggin ab Tag vier konnten schon mit der Supplementation von 
10 ng/ml BMP2 vergleichbare Ergebnisse zum Standardprotokoll erreicht werden (Abb.: 17). 
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Aufgrund dieser Beobachtungen ist zu vermuten, dass die BMP2-Supplementation, wie bei 
MSCs, zwar die Osteogenese induziert (49), aber in späteren Phasen der Differenzierung eher 
inhibierend wirken könnte. Wie in einer anderen Studie (161) vermutet, könnte dies auf eine 
endogene BMP4 und BMP7 Produktion zurückgeführt werden, wodurch der BMP-Signalweg 
schon maximal aktiviert wäre und eine zusätzliche BMP2-Supplementation keinen oder sogar 
einen negativen Effekt haben könnte. Aufgrund der dualen Funktion des BMP-Signalweges 
könnte auch die adipogene statt der osteogenen Differenzierung im Verlauf gefördert werden 
(66, 105). Darüber hinaus könnten in DFSCs vermutete komplexe Wechselwirkungen des 
BMP-Signalweges mit beispielsweise dem Wnt-Signalweg verantwortlich sein (117). 
Aufgrund dieser Wechselwirkung wurde in der vorliegenden Arbeit die Kombination mit 
Faktoren anderer Signalwege analysiert. Da zudem unterschiedliche Aussagen über die 
Funktionsweise des Wnt-Signalweges in der Literatur vorliegen (112, 142, 166) wurde 
zunächst die Inhibition und Aktivierung des Wnt-Signalweges untersucht. 
Die alleinige Wnt3a-Supplementation (Aktivator) konnte nur in der Konzentration von 
25 ng/ml die osteogene Differenzierung induzieren DKK1 (Inhibitor) hingegen konnte die 
Differenzierung in allen getesteten Konzentrationen fördern (Abb.: 18). Auch ein Wechsel 
von DKK1 zu Wnt3a oder der inverse Vorgang an Tag vier oder an Tag fünf konnten mit dem 
Standardprotokoll vergleichbare Ergebnisse erzielen (Abb.: 19). Hierfür könnte ein 
Rückkopplungsmechanismus des Signalweges verantwortlich sein, da Zielgene auch 
Mitglieder des Wnt-Signalweges selbst sind (75). Darüber hinaus könnte auch hier eine 
Wechselwirkung zwischen den Signalwegen eine Rolle spielen (70, 73–75).  
Diese Wechselwirkung zwischen BMP-und Wnt-Signalweg wurde im Rahmen dieser Arbeit 
zum ersten Mal in ADSCs untersucht. Hierfür wurde BMP2 in Kombination mit DKK1 oder 
Wnt3a getestet. Die Kombination mit DKK1 zeigte dabei die höchste ALP-Aktivität (Abb.: 
20). Da jedoch mit diesen Protokollen das Standardprotokoll auch nicht übertroffen werden 
konnte, wurde eine Kombination der Faktoren (BMP2, DKK1, Wnt3a) mit Dexamethason 
untersucht. Dies konnte ebenso zu keiner deutlichen Steigerung der ALP-Aktivitäten im 
Vergleich zum Standardprotokoll führen (Abb.: 21, 22). Entgegen einer anderen Studie (142) 
inhibierte zusätzliches Wnt3a 25 ng/ml sogar die Dexamethason-induzierte Osteogenese 
(Abb.: 22). Wie in MSCs gezeigt, könnte auch hier die Inhibition der Dexamethason-
induzierten Expression osteogener Marker durch Wnt3a eine Ursache sein (165). 
Letztendlich zeigte DKK1 sowohl in Kombination mit BMP2, als auch Kombination mit 
Dexamethason bessere Ergebnisse als Wnt3a. Daher könnte in diesen Kombinationen eine 
Inhibition und somit Senkung des β-Catenin-Spiegels förderlich für die osteogene 
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Differenzierung sein. Basierend auf diesen Beobachtungen wurde im nächsten Schritt DKK1 
mit BMP2 und Dexamethason kombiniert, wodurch etwas höhere ALP-Messwerte als mit 
dem Standardprotokoll erreicht werden konnten. Dabei ist zu erwähnen ist, dass die RT-
qPCRs und der WB diese Ergebnisse nicht eindeutig bestätigen konnten (Abb.: 26, 27). 
Dieses Protokoll 1 setzte sich zusammen aus DKK1 50 ng/ml, BMP2 10 ng/ml und Dexa 10-
7 M (Abb.: 23). 
Zusammenfassend ist festzustellen, dass die Kombination aus BMP2, DKK1 und 
Dexamethason (Protokoll 1) sehr vielversprechende Ergebnisse zeigte. Es liegt nahe, dass 
eine gleichzeitige Aktivierung des BMP-Signalweges und Inhibition des Wnt-Signalweges die 
osteogene Differenzierung unterstützten kann, wobei ein durch Dexamethason induzierter 
Mechanismus größere Bedeutung für die Differenzierung haben könnte und eine 
Wechselwirkung zwischen den Signalwegen besteht. 
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6. Anhang 
6.1 Abkürzungsverzeichnis 
ADSCs 
 
AK 
Adipose tissue-derived stem cells (adipogene 
Stammzellen) 
Antikörper 
ALP Alkalische Phosphatase 
APC-Protein 
BCA 
BGLAP 
Adenomatosis polyposis coli protein 
Bicinchoninsäure 
Osteocalcin (Synonym: bone γ-carboxylglutamic acid-
containing protein") 
BMP 
BMPR-I/ BMPR-II 
BMSCs 
CCK1 
CD 
cDNA 
C/EBAPα 
Ct 
d 
Dexa 
dH2O 
DKK1 
DLX3 
DMEM 
Bone morphogenetic protein  
BMP-Rezeptor I/ BMP-Rezeptor II 
Bone marrow stromal cells (Knochenmarkstammzellen) 
Cyclinkinase 1 
Cluster of Differentiation (Unterscheidungsgruppen) 
komplementäre Desoxyribonukleinsäure 
CCAAT/Enhancer-Binding-Protein α 
Cycle of threshold  
Tag 
Dexamethason 
Destilliertes Wasser 
Dickkopf 1 
Distal less homeobox 3 
Dulbecco's Modified Eagle Medium 
DMSO Dimethylsulfoxid 
dNTP 
Dsh 
DFSCs 
DSCs 
Desoxyriobonukleosidtriphosphat 
Dishevelled 
dentale Follikel-Stammzellen 
dentale Stammzellen 
ECL Enhanced Chemiluminescence-Lösung 
EDTA Ethylendinitrilotetraessigsäure 
ERK Extrazelluläre Signal-regulierte Kinase 
Et al. Et alii (lat.: und andere) 
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EtOH Ethanol 
EZM Extrazelluläre Matrix 
FACS Fluorescence activated cell sorter(Durchflusszytometrie) 
FAK Fokale Adhäsionskinase 
FRZ 
GSK3 
Frizzled transmemebrane Rezeptor 
Glykogensynthase-Kinase 3 
HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-Ethansulfonsäure 
(Puffersubstanz) 
Koll I 
LRP 
LEF/ TCR 
Kollagen Typ I 
Low-density lipoprotein-related Protein-Rezeptor 
Lymphoid enhancer-binding factor/ T-cell specific 
transcription factor 
M 
MAP-K 
Min. 
MLL1/MLL2 
MMTV 
Molar, “mol/l” 
Mitogen-activated protein-kinase 
Minute 
myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia 1/2 
Maus-Mammatumorvirus 
mRNA Messenger ribonucleic acid (Boten-RNA) 
MSCs Mesenchymal stem cells(mesenchymale Stammzellen) 
NaCl Natriumchlorid 
ODM 
OG 
OPN 
P 
PAGE 
PKA 
PPARɣ 
PTHrP 
RNA 
RT 
RT-qPCR 
Rpm 
RUNX2 
S 
Osteogenes Differenzierungsmedium 
Osteogenes Grundmedium 
Osteopontin 
Passage 
Polyacrylamidgelelektrophorese 
Proteinkinase A 
Peroxisome proliferator-activated receptor ɣ 
Parathyroid hormon related peptide 
Ribonukleinsäure 
Raumtemperatur 
Real Time Quantitative Polymerasekettenreaktion 
Rounds per minute 
Runt-related transcription factor 2 
Sekunde 
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SENP3 
STC1 
TGF-β 
WB 
ZBTB16 
SUMO1/sentrin/SMT3 specific peptidase 3 
Stanniocalcin 1 
Transforming growth factor-β 
Western Blot 
Zinc finger and BTB domain containing 16 
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